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Resumo: O presente trabalho utilizou inferéncia bayesiana para analisar as associacBes estatisticas
existentes entre a caracteristica resisténcia ao carrapato e genétipos de marcadores SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) referentes a 3.455 animais representantes das ragas Hereford e Braford. Por
meio do método BayesB (1=0,99), 914 SNPs representaram 48 janelas que explicaram 22% da variancia
genética da caracteristica estudada. A partir destes marcadores, critérios baseados em parametros
estatisticos (Model Frequency e t.like) relacionados ao efeito e a amostragem dos marcadores nas
iteracbes de MCMC, bem como desequilibrio de ligacdo (DL) e Minor Allele Frequency (MAF), foram
utilizados para selecionar os SNPs mais informativos. A selegdo final, visando priorizar os SNPs com
valores mais altos de Model Frequency e t.like e DL <0,4, resultou em 58 marcadores, dos quais 51
foram mapeados proximos ou dentro de 103 genes envolvidos no mecanismo de resposta fisiologica
relacionado a resisténcia do bovino ao carrapato.
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Selection of Tag SNPs from GWAS analysis for tick resistance in Hereford and Braford Cattle
Breeds

Abstract: This study applied Bayesian inference to analyze statistic associations between tick resistance
trait and genotypes for SNP markers of 3,455 Hereford and Braford cattle breeds. Based on BayesB
method (7=0.99), 914 SNPs represented 48 windows which explained 22% of the genetic variance of the
trait. From these markers, criteria based on statistic parameters (“Model Frequency” and “t.like”) related
to marker effects and markers samples from MCMC, as well as linkage disequilibrium (LD) and Minor
Allele Frequency (MAF) were used to select the most informative SNPs. The final selection, aiming to
prioritize SNPs with higher “Model Frequency” and “t.like” and LD <0,4, resulted in 58 marker’s in
which 51 were mapped close or in 103 genes involved with the mechanism of physiological responses
related to tick resistance trait in cattle.
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Introducéo

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, acarreta sérios prejuizos econdémicos ao setor
agropecudrio. Entretanto, estratégias gendmicas tém possibilitado a identificacdo e selecdo de fendtipos
mais resistentes a este parasita bovino (Cardoso et al., 2015). Associacfes estatisticas entre a
caracteristica e marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) possibilitam a descoberta de genes
candidatos, e a compreensdo de fatores genéticos envolvidos na expressdo destes fenotipos mais
resistentes. O presente trabalho tem como objetivo avaliar, por meio de inferéncia bayesiana, a
associacdo gendmica ampla (GWAS) para a caracteristica resisténcia ao carrapato em bovinos das racas
Hereford e Braford e a partir dos resultados, aplicar uma estratégia de selecdo dos marcadores mais
informativos.

Material e Métodos
Por meio do painel de alta densidade (lllumina BovineSNP50 BeadChip), 3.545 bovinos das
racas Hereford e Braford foram genotipados, e ap6s controle de qualidade de amostras e marcadores,
formou-se uma matriz final de gendtipos (41.045 SNPs) referentes a 3.455 animais. Os gendtipos destes
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animais juntamente com seus respectivos valores de EBVs desregredidos (DEBV) (Garrick et al., 2009)
para a caracteristica resisténcia a carrapato foram utilizados na anélise Bayesiana de associagdo genética
ampla (GWAS) por meio do programa GenSel, versdo 4.0 (Fernando & Garrick, 2009). Os efeitos dos
marcadores foram calculados pelo método BayesB (Meuwissen et al., 2001) (== 0.99), considerando
41.000 iteracbes de Monte Carlo via Cadeias de Markov, intervalos de amostragem de 40, e 1.000
iteracOes iniciais descartadas (burn-in). As proporcdes de variancias genéticas explicadas por intervalos
cromossdmicos equivalentes a um Megabase (1Mb) e representados por SNPs ordenados de acordo com
0 mapeamento fisico do genoma bovino (UMD 3.1), também foram propostas.

Os marcadores mais informativos representantes das janelas que explicaram maiores proporcdes
da variancia genética (potencial QTL) relacionada a caracteristica foram primeiramente selecionados de
acordo com parametros que refletem: 1) a proporcao de cadeias que incluiram determinado marcador no
modelo (Model Frequency) e 2) a razdo do efeito médio a posteriori somente das cadeias que incluiram o
efeito no modelo sobre o desvio padrdo das distribuicbes destes efeitos (t-like). Posteriormente, a selecdo
final considerou o desequilibrio de ligacdo (DL) entre pares de SNPs e os valores de Minor Allele
Frquency (MAF) (se DL >0,4, aquele de maior MAF ¢ selecionado).

Bancos de dados publicos como o “Ensembl genome browser” e o NCBI (“National Center for
Biotechnology Information™) foram acessados via scripts em PERL, 0 programa BEDtools e pacotes do
programa R (“NCBI2R”) para localizar e investigar a funcionalidade de genes mapeados préximos aos
SNPs selecionados.

Resultados e Discusséo

A analise simultanea de 41.045 marcadores SNPs pelo método BayesB resultou em um valor
médio a posteriori da variancia genética referente a 0,010, herdabilidade estimada de 0,11 e um total de
2.519 janelas ndo-sobrepostas (Figural). Janelas que explicaram mais de 0,2% da variancia genética da
caracteristica (n=48) foram consideradas potenciais QTLs (Onteru et al. (2011).
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Figural. Manhattan plot das porcentagens de variancias genéticas (%Var) representadas por cada uma
das 2.519 janelas de 1Mb propostas pelo programa GenSel (BayesB, 1=0,99) apresentadas em
ordem cromossdmica (BTAL:BTA29). A linha define o limiar (0,2%) acima do qual se sugere
potenciais QTLs.

No total, 914 SNPs representaram estas 48 janelas que explicaram 22% da variancia genética,
incluindo aquelas de maiores valores, identificadas nos cromossomos BTA10 (1.13%), BTAL11 (1.19%) e
BTA15 (1.67%). Com base nesta lista de marcadores pré-selecionados, a estratégia de selecdo daqueles
mais informativos foi aplicada. Primeiramente, o valor minimo de MF (0,0898) encontrado entre os
SNPs que apresentaram os valores maximos de MF dentro de cada janela, foi utilizado como limiar de
selecdo entre os 914 SNPs classificados em ordem decrescente, ou seja, selecionando-se somente SNPs
com valores de MF acima de 0,0898 (filtro 2). Posteriormente, considerando também o valor minimo
para t.like observado entre 0s 57 remanescentes (0,9020) (filtro 3), incluiu-se mais seis SNPs na lista de
selecionados (63 SNPs), os quais foram finalmente avaliados pelos critérios de DL e MAF (filtro 4). A
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fim de priorizar os SNPs com valores mais altos de Model Frequency e t.like, a sele¢do final resultou em
58 marcadores mais informativos. A tabela 1 apresenta a dispersdo dos valores obtidos para MF e t.like
entre as etapas de selecéo.

Tabela 1. NUmero de marcadores selecionados (N. SNP), valores minimos, médios e maximos obtidos
para os pardmetros Model Frguency e t.like a cada etapa de selecdo (filtros 1 a 4) dos
marcadores mais informativos apés GWAS.

Model Frquency t.like
SRR Nog Min. Média  Max. Min. Média Méx.
filto1 914 00053 0,0245 0,7574 0,0040 0523 1,3930
filtro 2 57 00898 02116 0,7574 0,9020 0,9572 1,3930
filtro 3 63 00744 0199 0,7574 0,9020 09525 1,3930
filtro 4 58 00744 02044 0,7574 0,9020 09547 13930

Entre 0s 29 cromossomos autossémicos de bovinos, 20 foram amostrados por este pequeno
painel de marcadores selecionados, sendo que o BTA2 foi o mais representado por SNPs entre todos (9
dos 58 SNPs). Outros trabalhos também encontraram efeitos significativos associados a caracteristica
resisténcia ao carrapato no BTA2 (Turner et al., 2010). De acordo com a analise funcional dos 58 SNPs
selecionados, 51 foram mapeados (41 no genoma Bos taurus e 10 no genoma Homo sapiens) proximos
ou dentro da regido de 103 genes. Dentre 0s genes mapeados, varios se enquadram a componentes
moleculares e/ou funcBes bioldgicas relacionadas a coagulacdo, remodelamento de citoesqueleto e
imunidade inata ou adquirida, dentre as quais, estimulacéo da proliferacao/diferenciacdo de macréfagos
e quimiotaxia de linfocitos.

Conclusoes
O método bayesiano de analise de associacdo ampla, aplicado em duas racas taurinas de bovinos
de corte, identificou QTLs que representam mais de 20% da caracteristica resisténcia ao carrapato. A
estratégia de selecdo de marcadores mais informativos utilizada foi capaz de propor um painel de 58
SNPs relacionados a genes potencialmente envolvidos com a resposta fisioldgica da resisténcia do
bovino ao carrapato.
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