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“Ignorance more frequently begets confidence than does knowledge: it is those who
know little, and not those who know much, who so positively assert that this or

that problem will never be solved by science.”

(Charles R. Darwin)

“Science never solves a problem without creating ten more.”
(George B. Shaw)


https://en.wikipedia.org/wiki/Charles_Darwin
http://www.brainyquote.com/quotes/quotes/g/georgebern107633.html

Resumo

BIEGELMEYER, Patricia. Desequilibrio de ligacédo e associacéao de
polimorfismos relacionados a resisténcia ao carrapato em bovinos Hereford e
Braford. 2015. 126f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa de Pds-Graduacao
em Zootecnia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

A incorporacdo de informacbes fornecidas pelos marcadores moleculares nas
avaliacbes genéticas € uma estratégia promissora para aumentar a eficiéncia dos
programas de melhoramento animal. Entendendo a importancia de estudos que
analisem e divulguem resultados da aplicacdo desta tecnologia, esta tese foi
estruturada para inicialmente apresentar uma revisdo sobre 0s principais conceitos
relacionados ao uso da gendmica e a resisténcia de bovinos ao carrapato. Em
capitulos posteriores sdo apresentados o0s resultados obtidos em dois estudos
envolvendo rebanhos Hereford e Braford. No primeiro deles sdo apresentados niveis
de desequilibrio de ligacédo (r?), persisténcia de fase e tamanho efetivo das populacdes
(Ne). Para tanto, 391 bovinos Hereford e 2.079 Braford foram genotipados com chips
de média densidade (50K) e 40 touros com chips de alta densidade (HD). As médias
+ desvio-padrao de r2 observadas foram 0,21 + 0,27 para Hereford e 0,16 + 0,22 para
Braford. O atual Ne da populacédo Hereford foi estimado em 153 individuos e em 220
na Braford. As ragas apresentaram niveis moderados a altos de persisténcia de fase
em todas as distancias entre marcadores, sendo as correlacdes mais altas (> 0,9)
observadas em distancias de até 50Kb. O r2 diminuiu rapidamente a medida que a
distancia entre marcadores aumentou, mas niveis considerados Uteis para o
mapeamento de QTLs (r2> 0,2) foram encontrados em distancias de até 50Kb. Nas
populacdes Hereford e Braford analisadas sdo necessarios, respectivamente, ao
menos 50 mil e 150 mil SNP para conducéo de estudos de associagdo ampla ou de
selecéo gendmica eficientes. Os niveis de persisténcia de fase observados indicaram
gue em distancias préximas (< 50Kb) os efeitos de SNP verificados em uma populacao
sao iguais na outra. O segundo estudo realizou uma analise de associacdo gendémica
ampla para identificar regides do genoma relacionadas a resisténcia de bovinos ao
carrapato. Foi utilizada a metodologia GBLUP de passo unico para verificar a variancia
genética capturada por janelas de 16 SNP adjacentes, em dois cenarios: S1 (onde o
algoritmo utilizado recalcula os efeitos de SNP a cada iteracdo) e S2 (tanto o efeito de
SNP como de animal sao recalculados). Foram utilizados dados de contagens de
carrapatos de 928 animais Hereford e 3.435 Braford, dos quais 3.545 foram
genotipados com chips 50K e 131 touros com chips HD. No S1 e S2, as 10 janelas
com maior variancia genética explicaram, respectivamente, 7,28% e 16,65% da



variacdo genética. Nao foi encontrada sobreposicdo entre nenhuma das 10 regides
de maior variancia nos dois cenarios com QTLs associados a resisténcia descritos na
literatura. Entre as 10 janelas com maior variancia genética, quatro foram comuns aos
dois cenarios. A anotacao funcional demonstrou que estas regides abrigam ou estao
préximas de genes envolvidos em processos relacionados a imunidade inata,
processos inflamatdrios, entre outros, indicando serem potenciais candidatas para
estudos de mapeamento fino. Devido a complexa natureza da resisténcia de bovinos
ao carrapato, é importante que mais estudos sejam conduzidos para melhor
entendimento dos mecanismos biologicos envolvidos na sua expressao.

Palavras-chave: bovinos de corte; estudo de associagdo gendomica ampla; GBLUP
de passo Unico; loci de caracteristicas quantitativas; polimorfismos de base
Unica; resisténcia ao carrapato



Abstract

BIEGELMEYER, Patricia. Linkage disequilibrium and polymorphism association
related to tick resistance in Hereford e Braford cattle. 2015. 126f. Thesis (Doctor
of Science) — Programa de Pos-Graduacdo em Zootecnia, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

The possibility of incorporating information from molecular markers in genetic
evaluation processes is an important strategy to increase efficiency of animal breeding
programs. Understanding the importance of studies that explore the possibility of
genomic technologies application in animal production, this thesis was structured in
order to initially provide a brief review of the main concepts related to the use of
genomics and to cattle tick resistance. In later chapters, results of studies involving the
application of genomic tools in Hereford and Braford breeds are presented and
discussed. The first study was conducted to estimate linkage disequilibrium (r?),
persistence of phase and effective population size (Ne), using information from 391
Hereford and 2,079 Braford animals genotyped with Illumina BovineSNP50v2 chips
(50K), and from 40 bulls genotyped with high-density chips (HD). Average r 2
standard deviation were 0.21 + 0.27 for Herefords and 0.16 + 0.22 for Brafords. Current
estimated Ne for Brafords and Herefords was 220 and 153, respectively. Breeds
demonstrated moderate to strong persistence of phase at all distances. The greatest
phase correlations (r > 0.9) were found in the 0-50Kb bins. Estimated r2 decreased
rapidly with increasing distance between SNP, however, useful linkage for QTL
mapping and genomic selection (r2> 0.2) was found spanning to ~50Kb. SNP panels
containing about 50,000 and 150,000 are necessary to design effective genome-wide
association and genomic selection studies to Hereford and Braford breeds,
respectively. Markers are expected to be in phase with QTL alleles in distances < 50Kb
in both populations due to observed high levels persistence of phase. The objective of
the second study was to conduct a genome-wide association study to identify genomic
regions (windows with 16 adjacent SNP) associated with cattle tick resistance using
the single-step GBLUP procedure. Analysis considering two scenarios: S1 (which
iterates on SNP weights and SNP effect) and S2 (in which SNP weight and effects,
and also animal effects were recomputed). Information of tick counts on 928 Hereford
and 3,435 Braford bovines was used. From the total of 4,363 animals with phenotypic
data, 3,545 were genotyped with 50K and 131 sires were also genotyped with HD. The
top 10 windows with largest fraction of variance explained 7.28% of additive genetic
variance in S1, and 16.65% of variance in S2. Some peaks associated with high
proportion of variance were identified as common to S1 and S2. The four top 10
windows common to both scenarios were mapped close or within genes related to
innate immune responses, inflammatory processes and others pathways. Despite



none of the top 10 SNP windows of S1 or S2 overlapped any QTL previously described
to tick resistance in literature, they provide regions and genes which are potential
candidates to be involved in the expression of resistance for further fine mapping
studies. Due to the high complexity of tick resistance expression, more studies should
be developed combining GWAS with other methods results for a better understanding
about genes and pathways involved in the expression of resistance.

Key-words: beef cattle; genome-wide association study; quantitative trait loci; single
nucleotide polymorphisms; single-step GBLUP; tick resistance
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1 Introducéao

by

Os desafios impostos a bovinocultura de corte no Brasil exigem o
direcionamento de esfor¢cos de diversos segmentos ligados a cadeia produtiva,
visando a obtencao e implementacao de alternativas que permitam otimizar os indices
zootécnicos dos rebanhos nacionais. Gracas aos resultados de pesquisas nos
campos da nutricdo, sanidade e genética animal, muitos progressos ocorreram nas
Ultimas décadas em resposta a adocdo de praticas como suplementacédo alimentar e
de sal mineral, adequacdes nos manejos sanitarios e de pastagens, e introducéo de
biotécnicas reprodutivas (MACEDO, 2006).

Na busca por maior eficiéncia e produtividade dos rebanhos, o melhoramento
genético animal desempenha papel fundamental, gerando ganhos genéticos médios
de 1 a 2% ao ano em diversas caracteristicas através da aplicacdo de ferramentas
como a selecdo e os sistemas de cruzamentos (SIMM et al., 2000; CARDOSO et al.,
2013). Comparativamente as melhorias no ambiente de criacdo dos animais para que
estes aumentem seu potencial produtivo, as praticas de melhoramento genético
apresentam como vantagens o fato de serem de menor custo, além de gerarem
ganhos cumulativos, de longo prazo na propriedade (CARDOSO, 2007). O grande
namero de programas de avaliacdo genética atualmente em andamento no Brasil e a
valorizacdo de animais portadores de DEPs! estimadas para caracteristicas
economicamente relevantes reforcam o papel de destaque assumido pelo
melhoramento genético aplicado a bovinos de corte no pais (EUCLIDES FILHO,
2009).

N&o obstante os avancos ja alcancados, as transformacdes socioambientais,
politicas e econdmicas que vém se apresentando no cenario mundial evidenciam a

necessidade de adequacdo da pecuaria frente ao novo panorama. Fatores como

IEm programas de melhoramento, a DEP (diferengca esperadas na progénie) € uma medida da
diferenca entre o desempenho médio dos filhos de determinado individuo e o desempenho médio dos
filhos de um grupo de touros referéncia (TORRES JR. et al., 2013).
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crescentes pressdes de mercados externos e constante competitividade com outros
tipos de carne continuam exigindo o engajamento de todos os ramos do setor na
busca por solu¢des que garantam a rentabilidade da atividade a médio e longo prazo.
Além desses fatores, novas percepcdes dos consumidores sobre aspectos
relacionados a saude, qualidade da carne, bem-estar animal e uso consciente de
recursos naturais influenciardo cada vez mais a demanda da carne bovina
(EUCLIDES FILHO, 2013).

Os programas de melhoramento genético em bovinos de corte por muito tempo
foram conduzidos enfatizando-se apenas caracteristicas relacionadas a capacidade
de crescimento e a eficiéncia reprodutiva dos animais (O’NEILL et al., 2010; DECKER
et al., 2012). Como forma de acompanhar as evolu¢cdes no mercado da carne, €
necessario um direcionamento mais amplo do melhoramento genético nos rebanhos,
considerando-se, além das caracteristicas tradicionalmente enfatizadas (como
precocidades de acabamento e reprodutiva), caracteristicas relacionadas a eficiéncia
alimentar, ao impacto ambiental do sistema de producédo, a qualidade do produto, a
longevidade, e a resisténcia dos animais a adversidades ambientais, doencas e
parasitas (CARDOSO et al., 2013; EUCLIDES FILHO, 2013; NIETO et al., 2013).

Em sistemas de producdo desenvolvidos de forma extensiva e em regides
tropicais, a maior exposicado dos rebanhos a agentes ambientais estressores, como a
sazonalidade na oferta de pastagens de qualidade, altas temperaturas e infestacbes
por endo e ectoparasitas sao alguns dos desafios que exigem uma boa habilidade de
adaptacdo dos animais ao ambiente (TIZIKARA et al., 1985; MIRKENA et al., 2010).
No Brasil, a incidéncia de infestacGes parasitarias € responsavel por grandes perdas
econbmicas, destacando-se as causadas por carrapatos (Rhipicephalus (Boophilus)
microplus) e moscas (Haematobia irritans e Dermatobia hominis). Estima-se que 0s
prejuizos causados apenas pelos carrapatos nos rebanhos nacionais sejam da ordem
de US$ 3,24 bilhdes ao ano (GRISI et al., 2014). Frente as limitacbes apresentadas
pelo controle baseado exclusivamente no uso de carrapaticidas (FRISCH, 1999;
MARTINS; FURLONG, 2001), métodos alternativos para controle do carrapato nas
propriedades tém sido pesquisados (RODRIGUEZ VALLE et al., 2004; WILLADSEN,
2006; WEBSTER et al.,, 2015). Diversos estudos relataram a existéncia de
variabilidade genética para a caracteristica de resisténcia ao carrapato, indicando a

possibilidade de utilizar a selecdo de animais mais resistentes ou o cruzamento entre
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ragas ou grupos genéticos como método auxiliar no controle do parasita (WAMBURA
et al., 1998; BURROW, 2001; FRAGA et al., 2003; BUDELI et al., 2009; BIANCHIN et
al., 2006; JONSSON et al., 2006; SILVA et al., 2010; HUE et al., 2014; AYRES et al.,
2015; PASSAFARO et al., 2015).

Visto que a selecdo tem como objetivo aumentar a frequéncia de alelos
favoraveis na populacao através da escolha de pais avaliados como geneticamente
superiores para a caracteristica de interesse (EUCLIDES FILHO, 1999), a obtencéo
de estimativas acuradas dos valores genéticos dos reprodutores é muito importante
para o sucesso do processo. Como apenas uma parcela da variabilidade fenotipica
observada nos candidatos a selecdo é de origem genética aditiva? e passivel de ser
herdada pela progénie, deve-se priorizar pela qualidade das informacdes utilizadas
nas estimativas dos parametros genéticos da populacdo analisada, pois a falta de
acuracia das estimativas de herdabilidade e correlagBes genéticas e fenotipicas pode
reduzir a eficiéncia do critério de selecédo a ser utilizado (MACHADO et al., 1999;
GONGALVES et al., 2011).

As inovacfes tecnoldgicas ocorridas principalmente apdés o sequenciamento
completo do DNA bovino em 2009 (THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009)
permitiram que atualmente os métodos convencionais de estimacédo de parametros
genéticos com base em dados fenotipicos e de pedigree atualmente sejam assistidos
pela inclusdo das informagdes fornecidas por milhares de marcadores moleculares do
tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphisms), no processo denominado selecéo
gendmica (MEUWISSEN et al.,, 2001). A incorporacdo de dados provenientes
diretamente do genoma dos animais permite aumentar a acuracia dos valores
genéticos estimados e, consequentemente, a eficiéncia do processo de selecédo
(SCHAEFFER, 2006; GODDARD; HAYES, 2007; MEUWISSEN et al., 2013).

Entre as metodologias estatisticas que vém sendo testadas por pesquisadores
para otimizar a combinac&o dos dados de performance, pedigree e gendmicos esta o
procedimento de passo Unico (single-step), que combina as informacdes dos
marcadores com o fenotipo e o pedigree para a estimacdo simultdnea dos valores

genéticos e utiliza uma matriz que combina o parentesco tradicional com base no

2De maneira simplificada, considera-se que a variabilidade fenotipica observada em caracteristicas de
natureza poligénica, como as quantitativas, € resultado da soma dos efeitos da variancia causada por
diferencas genéticas entre individuos, dos efeitos da variancia causada por diferencas ambientais entre
individuos, e dos efeitos da variancia causada pela interacdo genétipo x ambiente (PEREIRA, 2004).
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pedigree com o derivado das informac¢des dos marcadores (MISZTAL et al., 2009;
AGUILAR et al., 2010; CHRISTENSEN; LUND, 2010). Como forma de aperfeicoar as
metodologias de andlise e a eficiéncia dos processos de avaliacdo e selecdo, é
importante que estudos sejam conduzidos para aplicagdo e comparagdo dos
resultados de diferentes abordagens (CARDOSO et al., 2013).

Além de contribuir para a obtencdo de valores genéticos mais acurados, as
informacdes dos marcadores moleculares podem auxiliar também na identificacdo das
regides cromossdmicas chamadas QTL (Quantitative Trait Loci, ou loci de caracteres
guantitativos), que contém genes que influenciam a expressdao de caracteres
guantitativos (FALCONER; MACKAY, 1996). As pesquisas que utilizam informacdes
de SNPs espalhados por todo o genoma para investigar possiveis associacdes entre
QTLs e fendtipos da caracteristica de interesse sdo chamados de estudos de
associacdo genémica ampla — GWAS (Genome-Wide Association Studies), e supdem
gue uma determinada mutacao relacionada ao fenétipo esteja fortemente ligada (em
desequilibrio de ligacdo) com alguns marcadores (GODDARD; HAYES, 2009). A
utiizacdo de métodos estatisticos que permitam identificar tais associacdes
corretamente, eliminando vieses e falsos positivos, € um dos desafios das anélises de
GWAS (MENEZES et al., 2013).

Diante da importancia de aplicacdo e exploracdo das novas tecnologias
disponiveis, o presente trabalho apresenta inicialmente um breve referencial teérico
sobre 0s principais conceitos e aspectos relacionados a aplicacdo da genémica em
bovinos de corte e a resisténcia ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Em seguida, sdo relatados e discutidos os resultados obtidos em dois estudos
envolvendo a utilizacdo de dados gendémicos em rebanhos das racas Hereford e
Braford. Deste modo, o presente trabalho busca contribuir para a disseminagéo de
conhecimento para estudantes, criadores, técnicos e demais profissionais atuantes na

area da bovinocultura de corte.



2 Revisao de Literatura

2.1 Genbmica no Melhoramento Animal — Conceitos gerais

O objetivo basico de qualquer programa de melhoramento genético é alcancar
melhorias em caracteristicas economicamente importantes nos sistemas produtivos,
através do aumento da frequéncia de alelos ou combinacédo de alelos favoraveis para
estas caracteristicas nos rebanhos. Para tanto, as ferramentas utlizadas no
melhoramento animal (selecdo e cruzamentos) sdo fundamentadas, de forma geral,
na escolha dos animais ou racas que produzirdo filhos na geracéo seguinte, ou seja,
na decisdo de quais individuos poderdo contribuir com a constituicdo genética da
proxima geracdo. Assim, a identificacdo precisa dos animais que possuem O0S
genatipos de interesse é ponto chave para o sucesso do processo (EUCLIDES FILHO,
1999).

A maioria das caracteristicas relevantes na pecuaria de corte € controlada por
muitos genes com pequeno efeito individual localizados em varias regiées ao longo
dos cromossomos (loci). Tais caracteristicas sdo denominadas quantitativas, e
apresentam variagdo continua, ou seja, os individuos ndo podem ser facilmente
separados em classes distintas, pois existem valores intermediarios (NICHOLAS,
2011). Nestas situacoes o fenétipo do animal ndo pode ser considerado uma indicacao
precisa de seu genotipo, devido ao fato de a variacdo genética em produtividade estar
na dependéncia da variacdo alélica em um grande namero de loci, e ao grande efeito
de fatores ambientais sobre a expressao génica destes loci (EUCLIDES FILHO, 1999).
Estes segmentos cromossdmicos que contém genes que afetam a expressao de
caracteristicas quantitativas sdo denominados Quantitative Trait Loci (QTL)
(FALCONER; MACKAY, 1996).
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Devido a natureza poligénica, variacdo continua e alta influéncia ambiental
sobre as caracteristicas quantitativas, as avaliacbes genéticas dos animais sao
realizadas a partir da analise da variacdo existente entre os individuos (ROSA et al.,
2013). Apesar do sucesso obtido pela selecédo baseada nas DEPs, os avangos nos
conhecimentos em genética molecular e nas ferramentas de biotecnologia tém
demonstrado a existéncia de genes de efeito significativo em caracteristicas de
interesse econdmico, e os procedimentos classicos de avaliacdo genética ja podem
ser assistidos por informagdes obtidas diretamente do material genético dos animais,
através dos chamados marcadores moleculares (CARDOSO, 2007). As técnicas
baseadas na utilizacdo de marcadores permitem agregar informacdes a etapa de
selecdo de gendtipos superiores, e estudar as regides que influenciam a expressao
das caracteristicas para um melhor entendimento dos genes e processos moleculares
envolvidos na expressao das mesmas (COLE et al.,, 2011; PETERS et al., 2012,
COSTA et al., 2015; KIM et al., 2015).

Marcadores moleculares séo definidos como fragmentos de DNA polimoérficos
que diferenciam individuos geneticamente relacionados, mediante diferencas na
sequéncia do DNA, e que sdo herdados geneticamente (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; REGITANO; COUTINHO, 2001). Os marcadores genéticos
sao resultantes de mutacdes pontuais que promovem modificacdes na sequéncia do
DNA e, quando ocorrem em regides cromossOmicas que contém genes, podem
causar alteracbes nas proteinas codificadas e resultar em variacdes na expressao
fenotipica da caracteristica controlada por estes genes (BOREM, 2009; FERRAZ et
al., 2012; MENEZES et al., 2013).

Os varios tipos de marcadores disponiveis atualmente se diferenciam
basicamente pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade presente no DNA,
pela habilidade em detectar diferencas entre individuos, facilidade de uso, custos, e
consisténcia de resultados (BOREM, 2009). Entre os mais utilizados estdo os
microssatélites (TAUTZ, 1989), formados por uma sequéncia de até seis nucleotideos
repetidos em tandem, e os marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) (COLLINS et al., 1998), que sdo polimorfismos em um Unico par de
bases, e muito Uteis na construcdo de mapas genéticos de alta resolucdo devido a
sua alta frequéncia e distribuicdo homogénea ao longo de todo o genoma (BROOKES,
1999; LI et al., 2009; THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009).
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Toda a base do estudo dos marcadores SNP esta na estimacgéo, individual ou
em conjunto, do efeito de substituicdo alélica (FERRAZ et al., 2012). Na deteccao de
regides cromossOmicas que influenciam a expressdo das caracteristicas, as
informagdes fornecidas pelos marcadores podem ser utilizadas basicamente de duas
maneiras: na abordagem dos genes candidatos (marcadores diretos) e no
mapeamento de QTL (marcadores indiretos).

Na abordagem dos genes candidatos séo investigados polimorfismos em genes
diretamente relacionados a caracteristica de interesse, de forma que o proprio
marcador € o responsavel pelas diferencas fenotipicas observadas nos animais
(REGITANO; COUTINHO, 2001). Apesar do sequenciamento completo do bovino em
2009 (THE BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009), os genes relacionados a
produtividade, adaptabilidade, qualidade de carne, entre outras caracteristicas, ainda
nao estao completamente esclarecidos (YANG et al., 2013).

A possibilidade de construcdo de mapas de ligacdo genética (BISHOP et al.,
1994; KAPPES et al., 1997) é uma das mais importantes contribuicdes da tecnologia
dos marcadores, pois através destes mapas € possivel realizar os estudos de
mapeamento de QTL, ou seja, localizar as regides cromossdémicas que controlam
caracteristicas de importancia econémica e quantificar o efeito destas sobre as
caracteristicas, informacdes que sdo de extrema importancia para os programas de
melhoramento (TANKSLEY et al., 1993; SONSTEGARD; VAN TASSEL, 2004). Por
meio de metodologias estatisticas apropriadas, o mapeamento permite estimar a
localizac&o e o efeito do QTL através de testes de associacdo entre os marcadores
genéticos e os dados fenotipicos da caracteristica. Assim, 0 mapeamento genético
permite realizar inferéncias sem que 0s genes responsaveis pelo fenétipo sejam
conhecidos, investigando polimorfismos/mutacdes ndo funcionais que estejam ligados
a regides genéticas de interesse (DEKKERS; HOSPITAL, 2002; MENEZES et al.,
2013).

Além da construgdo de mapas genéticos saturados, a eficiéncia do
mapeamento de QTL e a determinacéo da ligacdo genética entre marcadores e QTL
depende da existéncia do desequilibrio de ligacao (DL) entre alelos do marcador e do
QTL (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998). Alelos que estéo fisicamente proximos nos
cromossomos nao sao transmitidos de forma independente a progénie, mas sim como

blocos de alelos denominados haplétipos, criando um nivel de correlagéo entre alelos
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de diferentes loci do genoma, que corresponde ao desequilibrio de ligacdo (ARDLIE
et al., 2002). Assim, o desequilibrio de ligacdo entre dois loci ocorre quando as
frequéncias genotipicas dos gametas diferem do produto das frequéncias dos alelos
componentes, indicando a existéncia de uma associacao significativa (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1998). Esta associacdo ndo aleatéria gera efeitos quantitativos
associados ao marcador que podem ser detectados por analises estatisticas
adequadas, sendo usualmente utilizadas para descrever o desequilibrio de ligacéo as
estatisticas D' (LEWONTIN, 1964) e r? (HILL; ROBERTSON, 1968).
Comparativamente a estatistica D', o coeficiente r2 tem sido apontado como mais
robusto para estimativas baseadas em marcadores bialélicos, além de requerer menor
namero de amostras para obtencéo de niveis suficientes de acuracia (ARDLIE et al.,
2002; KHATKAR et al., 2008; LIPKIN et al., 2009).

Esta correlacdo entre alelos de diferentes loci pode ser provocada também por
processos evolutivos e eventos populacionais histéricos, como processos naturais de
deriva genética, isolamento populacional com aumento das taxas de endogamia e
reducdo do tamanho efetivo da populacéo (REICH et al., 2001; ARDLIE et al., 2002;
KHATKAR et al., 2008). A selecéo (natural ou artificial) também pode alterar os niveis
de DL, aumentando o DL em regifes genémicas afetadas pela selecéo, favorecendo
o0 aumento na frequéncia de certos alelos na populacédo (TEO et al., 2009). Rapida
expansao populacional e eventos de recombinacéo ao longo do tempo promovem a
quebra de grande hapl6tipos e reduzem os niveis gerais de DL na populacao (HILL;
ROBERTSON, 1968; TERWILLIGER et al., 1998; REICH et al., 2001).

Em estudos relacionados a estrutura genética das populacdes, informacoes
sobre o DL podem ser utilizadas para estimar taxas de recombinacéo (LI; STEPHENS,
2003; CONRAD et al., 2006), tamanho efetivo de populacdo (TENESA et al., 2007;
FLURY et al.,, 2010), e também para investigar a histéria da populacdo e eventos
demograficos (REICH et al., 2001; FREEMAN et al., 2006; MCEVOY et al., 2011). O
conhecimento acerca dos niveis de DL na populacdo é muito importante para
aplicacado de diversas ferramentas genémicas no melhoramento genético animal,
sendo util, por exemplo, na determinag&o do numero de marcadores necessarios para
obter resultados consistentes ho mapeamento de QTL por DL (MCKAY et al., 2007),
na selecdo genbmica (MEUWISSEN et al.,, 2001; KHATKAR et al., 2008;
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SARGOLZAEI et al., 2008; QANBARI et al.,, 2010), e em estudos de associacao
gendmica ampla (GOLDSTEIN, 2001; CARLSON et al., 2004a).

Embora ainda existam poucos estudos conduzidos para avaliar os niveis de DL
em rebanhos zebuinos, diferencas entre populacdes Bos taurus e Bos indicus ja foram
observadas. De maneira geral, niveis inferiores de DL tém sido relatados em
populacdes de origem zebuina quando comparadas as taurinas, sendo a maior
pressdo de selecdo e o menor tamanho efetivo das populacdes taurinas apontadas
como algumas das possiveis justificativas (THEVENON et al., 2007; ESPIGOLAN et
al., 2013; PEREZ O’'BRIEN et al., 2014).

Alguns autores ressaltam que a maioria dos estudos conduzidos até entédo é
baseada em analises de DL utilizando poucos marcadores, sendo consenso entre
diversos autores a necessidade de maiores densidades de marcadores como forma
de garantir maiores eficiéncias no mapeamento de QTL e na aplicagdo de estudos de
associacdo gendmica ampla e selecdo genémica (KHATKAR et al., 2008; MCKAY et
al., 2007; QANBARI et al., 2010). Diante disso, € fundamental o conhecimento acerca
deste parametro em rebanhos onde serdo aplicadas algumas destas ferramentas, pois
diferencas no desequilibrio de ligacdo entre populacdes de mesma espécie ocorrem
e podem alterar a repetibilidade de resultados encontrados em estudos de associagao
e comprometer a eficiéncia de aplicacdo da selecdo gendbmica ou assistida por
marcadores em populacdes diferentes das utilizadas nas analises iniciais
(ANDREESCU et al., 2007; GAUTIER et al., 2007; AMARAL et al., 2008; DE ROOS
et al., 2008; MEADOWS et al., 2008; UIMARI AND TAPIO, 2011).

2.2 Selecao Gendomica

Tradicionalmente, a obtencdo das estimativas de valores genéticos € baseada
na metodologia dos modelos mistos, que utilizam registros fenotipicos e de pedigree
para obtencéo de predicdes BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) (HENDERSON,
1975). A possibilidade de incorporacdo de informacdes adicionais fornecidas por
marcadores moleculares na predicdo do mérito genético e na selecdo de individuos

foi inicialmente proposta por Meuwissen et al. (2001), através do processo
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denominado selecdo gendmica. Conceitualmente, a selecdo genbmica pode ser
definida como a selecdo simultanea para milhares de marcadores cobrindo
densamente todo 0 genoma, de tal forma que todos os genes estejam muito proximo
de, pelo menos, alguns desses marcadores (MENEZES et al., 2013).

Os pioneiros na aplicacdo efetiva da ferramenta foram criadores de gado
Holandés nos Estados Unidos, onde estimativas dos valores genéticos gendmicos
(GEBV - genomic estimated breeding values) sdo apresentadas nas avaliacdes
genéticas dos animais desde 2008. Em abril de 2011, a base de dados de animais
genotipados com o BovineSNP50 ja contava com mais de 85.000 bovinos,
proporcionando ganhos médios de 35% na confiabilidade das avaliacbes de touros
jovens para caracteristicas produtivas (VAN TASSELL, 2011), gerando resultados
favoraveis relacionados a reducdo no intervalo entre geracbes e aumento do
progresso genético (HUTCHISON et al., 2014). Frente aos promissores resultados
observados na bovinocultura leiteira, € crescente o nUmero de estudos que investigam
a aplicacdo da selecdo gendmica em bovinos de corte e que buscam otimizar a
acuracia dos parametros estimados, considerando as caracteristicas deste sistema de
producéao.

A implementacédo da selecdo genémica compreende basicamente trés etapas:
(1) a genotipagem de uma populacéo referéncia, contendo registros de fenétipos, com
conjuntos de marcadores em média ou alta densidade e posterior estimativa dos
efeitos dos SNP ou haplétipos; (2) a validacéo dos efeitos estimados em um grupo de
animais que nao pertence a populacédo referéncia; (3) e a predicdo dos valores
genéticos de individuos candidatos a selecdo, baseados nos gendétipos dos
marcadores e nos efeitos estimados (HAYES et al., 2009). Quanto maior for a
populacao referéncia, mais acuradas serdo as estimativas de GEBV nos animais
candidatos a selecdo (MEUWISSEN et al.,, 2001; DAETWYLER et al.,, 2008;
VANRADEN et al., 2009). A acuracia das estimativas de GEBV também é influenciada
pela herdabilidade da caracteristica de interesse, pelo grau de parentesco entre a
populacao referéncia e os animais candidatos a selecéo, e pelo nivel de desequilibrio
de ligacéo entre marcadores e QTLs (MEUWISSEN et al., 2001; DAETWYLER et al.,
2008; HABIER et al., 2010; WIENTJES et al., 2013).

Na ultima década, avancgos tecnolégicos tém permitido a genotipagem de um

grande numero de marcadores SNP no genoma. As principais tecnologias disponiveis
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atualmente em bovinos de corte sdao o chip de genotipagem da Illumina
(BovineSNP50), lancado em 2007, com capacidade de genotipar 54.609 marcadores
e, lancados mais recentemente, os painéis de alta densidade (HD - High Density),
lllumina High-Density Bovine BeadChip Array (777.962 SNP) e Affymetrix Axiom
Genome Wide BOS 1 Array (648.874 SNP). Este aumento na densidade de
marcadores genotipados tem contribuido para obtencdo de estimativas dos valores
genéticos gendmicos e dos efeitos de marcadores mais acuradas, aumentando,
assim, a eficiéncia de processos de selecdo gendmica e de estudos de associagao
ampla do genoma, respectivamente (SOLBERG et al., 2008; HAYES et al., 2009).
Embora os custos de genotipagem tenham reduzido drasticamente nos ultimos
anos, a genotipagem em alta densidade de todo o rebanho como forma de aumentar
a acurdcia das estimativas e a eficiéncia da sele¢cdo genémica ainda € uma pratica
financeiramente inviavel (BOISON et al.,, 2015). Uma alternativa que tem sido
apresentada como forma de reducdo destes custos € a imputacdo de gendtipos
(BOICHARD etal., 2012; HUANG et al., 2012; KHATKAR et al., 2012; CARVALHEIRO
et al., 2014). A imputacao permite inferir sobre os marcadores ndo genotipados em
individuos avaliados com chips de baixa ou média densidades, a partir de informacdes
fornecidas por uma populacéo referéncia genotipada com chips de alta densidade
(HOWIE et al., 2009; HAYES et al., 2012), e a eficacia de sua aplicacdo tem sido
objetivo de estudo em diferentes espécies animais (ZHANG; DRUET, 2010; CORBIN
et al., 2014; HEIDARITABAR et al., 2015; UEMOTO et al., 2015; XIANG et al., 2015).
Os métodos de imputacdo podem ser basicamente divididos em dois grupos:
métodos que se baseiam no desequilibrio de ligacédo e na frequéncia alélica para a
reconstrucao de haplétipos (como o implementado pelos programas Impute2 (HOWIE
et al., 2009), Beagle (BROWNING; BROWNING, 2007), MaCH (LI et al., 2010)), e
métodos baseados em algoritmos que também utilizam informacdes de pedigree
(como, por exemplo, Alphalmpute (HICKEY et al., 2011), Findhap (VANRADEN et al.,
2011), DAGPHASE (DRUET; GEORGES, 2010), FImpute (SARGOLZAEI et al.,
2014)).
A acuracia da imputacéo pode ser afetada pelo tamanho efetivo e composicéo
genética de individuos da populacéo referéncia utilizados para a reconstrucado de
haplotipos, pela frequéncia alélica dos marcadores, e por diferengas entre a densidade

de marcadores na populacao referéncia e na populacéo alvo da imputacdo (BADKE
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et al.,, 2013; MA et al., 2013; BRNDUM et al.,, 2014; SARGOLZAEI et al., 2014;
ROSHYARA; SCHOLZ, 2015). Em bovinos de corte, os valores de acuracia tém sido
descritos como inferiores aos obtidos em rebanhos leiteiros, 0 que pode ser atribuido
a fatores como menor nimero de animais disponiveis na populacdo referéncia e
menor grau de parentesco entre a populacdo referéncia e a imputada (HOZE et al.,
2013).

Além da evolucdo observada na area da biologia molecular, avancos
significativos na &rea da bioinformética e em termos de capacidade de processamento
computacional também sdo fatores essenciais que tém contribuido para o
desenvolvimento de estudos sobre aplicacdo da gendémica na producdo animal,
permitindo a manipulacéo do expressivo volume de dados gerados pelas técnicas de
sequenciamento em larga escala e genotipagem (RESENDE et al., 2010). Estes
desenvolvimentos tecnoldgicos tém possibilitado a utilizacdo de metodologias mais
sofisticadas para a incorporacao e avaliagdo dos dados genémicos, e atualmente ha
uma grande variedade de métodos e ferramentas disponiveis para implementacéo dos
conceitos de avaliacdo e selecdo genémica (NICOLAZZI et al., 2015).

Na selecdo gen6mica, os valores genéticos dos individuos candidatos a sele¢éo
sdo estimados utilizando a informacdo fornecida por milhares de marcadores
espalhados por todo o genoma, baseando-se na divisdo do genoma em segmentos
cromossOmicos definidos por marcadores adjacentes e na estimacédo dos efeitos
destes marcadores ou haplétipos simultaneamente (MEUWISSEN et al., 2001;
HAYES et al.,, 2009). O modelo conceitual elementar para estimar os efeitos de

marcadores e valores genéticos genémicos pode ser representado por:

nHap

Yi=u+t zxijgj +€ ,
-1

onde y, = fenotipo observado do animal i; # = média geral; x;j = variavel indicadora

que relaciona o efeito do haplétipo g; ao fendtipo observado do animal i; e = erro
aleatério. O valor genbmico de um determinado animal i pode ser predito
simplesmente somando-se as estimativas dos efeitos dos haplotipos (ou marcadores)

disponiveis:
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A aplicacdo de modelos mateméatico-estatisticos apropriados ao conjunto de
dados disponivel € fundamental para a obtencdo de estimativas acuradas
(JOSAHKIAN, 2013). Neste sentido, diferentes modelos para estimacao dos efeitos
de hapl6tipos ou de marcadores nos segmentos cromossdmicos tém sido propostos.
Entres as metodologias disponiveis atualmente para as predi¢cdes gendmicas, podem
ser citados os métodos GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction), RR-BLUP
(Random “Ridge” Regression-Best Linear Unbiased Prediction) (WHITTAKER et al.,
2000; MEUWISSEN et al., 2001), LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection
Operator) (TIBSHIRANI, 1996), e os métodos bayesianos, que forneces varias
possibilidades de analise através do chamado “alfabeto Bayesiano”: BayesA, BayesB,
BayesC, BayesCrr, entre outros (MEUWISSEN et al., 2001; GIANOLA et al., 2009;
MEUWISSEN, 2009; HABIER et al., 2011).

De maneira geral, os diferentes métodos diferem nas pressuposi¢cfes acerca
das variancias dos efeitos de marcadores. O método GBLUP, por exemplo, considera
qgue os efeitos de QTL apresentam distribuicdo normal com variancia constante ao
longo dos segmentos cromossOmicos, ou seja, assume um modelo infinitesimal com
muitos loci de pequenos efeitos, estimando assim todos os efeitos alélicos
simultaneamente (RESENDE et al., 2010). Os métodos bayesianos assumem a
ocorréncia de muitos genes com pequenos efeitos, e de poucos genes com grandes
efeitos. Estes métodos assumem, a priori, que muitos marcadores terdo efeito zero,
reduzindo o tamanho do genoma e atribuindo efeitos mais expressivos a menos
marcadores ou grupos de marcadores (HABIER et al., 2011). O melhor método de
predicdo gendmica pode ser considerado aquele que melhor refletir a natureza
biologica da caracteristica analisada em termos de efeitos génicos (RESENDE et al.,
2010).

As diferentes estratégias de combinacdo dos resultados fornecidos pelas
avaliacdes genbmicas com os resultados das avaliagcdes genéticas tradicionais vém
sendo avaliadas por programas de melhoramento no Brasil e no mundo (CARDOSO
et al., 2013). Entre os procedimentos testados e comparados estdo as abordagens
que consideram as informagbes fornecidas pelos marcadores como uma
caracteristica correlacionada com as demais para obtencdo das DEPs, e o0s

procedimentos multipassos (multistep) ou de passo unico (single-step).
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A estratégia de utilizar informagfes dos marcadores genéticos, disponibilizadas
como valores genéticos moleculares (VGM), como uma nova caracteristica
correlacionada geneticamente com as demais para obtencdo de DEPs aprimoradas
pela gendmica foi inicialmente adotada na avaliagdo de caracteristicas de carcaca,
entre outras, de rebanhos da ragca Angus nos Estados Unidos (MACNEIL et al., 2010).
ApoOs os pioneiros trabalhos nesta raca, outras racas de corte nos Estados Unidos
mostraram interesse em usufruir desta tecnologia, e também relataram resultados
satisfatorios (SAATCHI et al., 2012, 2013).

Nos procedimentos multipassos, as DEPs s&o obtidas através de andlises
tradicionais baseadas em dados de fendtipo e pedigree, e um Valor Genémico Direto
(VGD) é obtido com base nas equacdes de predicdo (através das informacbes de
fendtipos e genotipos) separadamente. Em seguida ambas as fontes de informacéo
(DEP e VGD) sdo combinadas por meio de diferentes indices ponderados para gerar
as chamadas DEPs Genbmicas (DEPG), considerando a acuracia das estimativas
obtidas e a herdabilidade da caracteristica (VANRADEN et al., 2009; HAYES et al.,
2009).

No procedimento de passo Unico proposto por Misztal et al. (2009), toda a
informacéo gendmica, fenotipica e de pedigree é combinada em um Unico passo para
predicdo simultanea dos valores genéticos genémicos. Nessa abordagem, uma matriz
de parentesco G é criada utilizando as informacdes dos marcadores, em contraste
com o método BLUP classico, no qual a matriz de parentesco A contém apenas as
informacgdes de pedigree. No procedimento de single-step, as matrizes G e A sao
combinadas em uma matriz denominada H (LEGARRA et al., 2009; CHRISTENSEN,;
LUND, 2010), que contém as informacdes de animais genotipados e ndo genotipados.
Os procedimentos single-step GBLUP tém sido testados em diferentes espécies
(CHEN et al., 2011; FORNI et al., 2011), apresentando resultados satisfatorios em
termos de melhorias na acuracia de predices (CHRISTENSEN et al., 2012; GAO et
al., 2012).

Um fator critico para predicdo de DEPs acuradas € a determinacao correta do
parentesco entre individuos. Erros em registros de genealogia podem influenciar
sobremaneira a acuracia de estimativas de valores genéticos, comprometendo,
consequentemente, o potencial do progresso genético (DODDS et al., 2005; MUNOZ
et al., 2015). Nesse sentido, a gendmica pode contribuir para a acuracia das
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estimativas por permite a corregdo de inconsisténcias no pedigree. A tecnologia
gendmica permite, ainda, a utilizacdo de lotes de reprodutores multiplos, pois a
paternidade pode ser determinada apds o nascimento dos animais (MENEZES et al.,
2013).

Na metodologia BLUP, a matriz A que relaciona geneticamente todos os
animais leva em conta a proximidade genética entre os individuos para atribuir a
proporcdo de genes compartilhados. Considera-se, por exemplo, que 0 parentesco
entre pai e filho seja de 50%, sob a suposi¢éo de que o animal herda metade de genes
do pai e metade da méae. Entre irmdos completos, o parentesco atribuido também
corresponde a 50%, enquanto que entre meios irmaos é de 25%, e assim por diante.
Assim, as solucfes das equacdes de modelos mistos consideram a proporcao de
genes em comum entre 0s animais como forma de aumentar a acuracia das
estimativas dos valores genéticos, além de permitir a predicdo de valores genéticos
de animais que nao foram avaliados fenotipicamente, a ligacdo genética entre grupos
de contemporaneos e a comparacao entre animais de diferentes geracdes (PEREIRA,
2004).

Apesar da inclusao da matriz A nas avaliacfes genéticas ter representado um
grande avanco para as analises no melhoramento animal, a genémica pode contribuir
também para tornar as estimativas de parentesco entre animais mais precisas. Isso
porque a matriz de parentesco tradicional ignora os efeitos da amostragem
mendeliana que ocorre durante a gametogénese e resulta em variagao na proporgao
de genes em comum entre animais aparentados (AVENDANO et al., 2005). Desta
forma, irmaos completos podem ser mais (ou menos) semelhantes caso compartilhem
mais (ou menos) alelos dos pais, e, nestes casos, 0 parentesco entre eles sera
superior (ou inferior) a 50% (MENEZES et al., 2013). Através da gen6mica é possivel
“rastrear” os alelos que cada animal recebeu, contribuindo, assim, para aumentar a
acuracia das estimativas dos valores genéticos.

De forma geral, as vantagens da selecdo gendmica em relacdo a selecao
convencional (baseada apenas em fendtipos e dados de pedigree) podem ser
concentradas em trés principais pontos: (1) uso da matriz de parentesco real e propria
de cada caracteristica, 0 que aumenta a acuracia de selecdo; (2) possibilidade de
selecdo precoce dos animais, que se reflete em maior ganho genético por unidade de

tempo; (3) utilizacdo de mais informacdes (combinando dados fenotipicos, genotipicos
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e genealdgicos) para correcado de dados e realizacdo das analise gendmica, o que

aumenta a acuracia das estimativas (RESENDE et al., 2010).

2.3 Estudos de Associagdo Gendmica Ampla

Além de contribuir para a estimacdo dos valores genéticos para a sele¢éo
gendmica, as informacdes fornecidas pelos marcadores moleculares podem ser
utilizadas também no processo de identificacdo de regides do genoma relacionadas
com a expressao das caracteristicas de interesse. A identificacdo de mutacdes ao
longo do genoma permite realizar o detalhamento das regides onde elas ocorrem,
investigando o potencial papel destas mutacfes na regulacdo da expressao génica
(ASHAN et al., 2013). A descoberta dos genes que afetam a expressdo das
caracteristicas possibilitaria aumentar os ganhos genéticos obtidos em programas de
melhoramento, selecionando-se diretamente individuos portadores de alelos
favoraveis (MEUWISSEN; GODDARD, 1996; FRISCH et al., 2000).

Nos ultimos anos, muitos estudos para deteccdo de polimorfismos em genes
com efeitos sobre caracteristicas produtivas foram conduzidos com base na
abordagem dos genes candidatos, que investiga os genes envolvidos na expressao
da caracteristica para definir se a ocorréncia de polimorfismos nestes genes esta
relacionada com variacdes fenotipicas na populacdo (ZHU; ZHAO, 2007). Assim,
genes candidatos sdo genes de acdo biolégica conhecida, envolvidos no
desenvolvimento ou na fisiologia de uma caracteristica de interesse econémico, e sua
utilizacdo como ferramenta de selecdo se baseia no conhecimento prévio dos
mecanismos fisiolégicos envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas na
tentativa de identificar variagbes/mutacdes em genes especificos (enzimas,
horménios ou proteinas) entre individuos que apresentem fendtipos distintos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; NICHOLAS, 2011). Um exemplo da aplicacao
bem sucedida desta estratégia € a identificacdo e selecédo de animais com mutacdes
no gene da miostatina, associadas a formac¢do da musculatura dupla em diferentes
racas (GROBET et al.,, 1997; MCPHERRON; LEE, 1997; KARIN et al., 2000). A
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estratégia de genes candidatos, no entanto, é limitada devido ao pouco conhecimento
disponivel sobre as fun¢bes de todos os genes (COUTINHO et al., 2010).

Outra estratégia de deteccdo de genes relacionados a caracteristicas
produtivas é o mapeamento de QTLs baseado na identificagdo de regibes
cromossOmicas associadas a variacdo genética da caracteristica. Essa identificacao
depende do desenvolvimento de mapas genéticos saturados por marcadores
polimorficos e de uma estrutura populacional que apresente segregacao para a
caracteristica estudada (COUTINHO et al., 2010). A maior restricdo desta abordagem
€ que ela indica a regido do genoma que possivelmente contém os genes associados
a caracteristica, mas esta regido pode ser muito extensa e conter diversos genes,
dificultando a identificacdo das mutacBes causais envolvidas nas diferencas
fenotipicas (GODDARD; HAYES, 2009).

Muitos estudos tém sido realizados na busca por QTLs, analisando regides
cromossOmicas que possam estar associadas a caracteristicas de importancia
econbmica em bovinos. Até a presente data, o CattleQTLdb (HU et al.,
2013) apresenta 36,693 QTL mapeados para 492 caracteristicas diferentes e
descritos por 623 publicagbes. Deste total, 10.475 QTLs sao associados a
caracteristicas do leite, 8.553 a caracteristicas de exterior, 6.293 a producao, 5.916 a
reproducdo, 3.362 a qualidade de carne e carcaca, e 2.094 a sanidade. A maioria dos
QTLs identificados foram mapeados por andlises de ligacdo, mas a atual
disponibilidade de chips de SNPs de alta densidade e a possibilidade de conduzir
estudos de associagdo ampla no genoma (GWAS) tém permitido a identificacdo mais
precisa das regides gendmicas e de marcadores associados com caracteristicas
guantitativas (GODDARD; HAYES, 2009; ZHANG et al., 2015).

Os estudos de associagcdo gendmica ampla (GWAS) utilizam uma grande
guantidade de marcadores espalhados por todo o genoma para identificar possiveis
associacdes entre regides cromossémicas e os fendtipos de interesse, e supdem que
uma determinada mutacdo relacionada & expressdo da caracteristica esteja
fortemente ligada (em desequilibrio de ligacdo) com alguns marcadores (MENEZES
et al., 2013). Para execucdo dos GWAS, inicialmente uma populacéo de individuos
com registros fenotipicos é genotipada, sendo importante ressaltar, neste ponto, que
a densidade de marcadores utilizada deve ser "calibrada" de acordo com 0s niveis de

desequilibrio de ligacdo na populacao, para garantir que QTLs com grandes efeitos
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ndo deixem de ser detectados por estarem além do alcance do desequilibrio de
ligacdo dos marcadores mais proximos (TIZIOTO et al.,, 2013). Outra importante
guestao é a existéncia de fenotipos bem definidos e confiaveis, sendo que o tamanho
amostral da populacéo fenotipada deve ser suficientemente grande para detectar até
mesmo pequenas associacdes com os marcadores, pois polimorfismos que explicam
até 1% do fendtipo podem ser efetivos no esclarecimento de suas bases biolégicas
(MENEZES et al., 2013).

Os estudos de GWAS apresentam maior poder de deteccdo de QTL
comparados aos estudos de ligacdo devido a alta densidade de marcadores que
permitem promover o mapeamento fino de QTLs, para delimitar a menor regido
cromossdmica em que um QTL foi mapeado (CARLSON et al., 2004b; CORDELL,;
CLAYTON, 2005; SAHANA, et al. 2010). De acordo com Goddard e Hayes (2009), os
progressos na identificacdo de genes que afetam as caracteristicas complexas tém
sido lentos pois os estudos de ligacdo fornecem intervalos de confianca muito
extensos para indicar a localizacdo do QTL. Apesar dos aprimoramentos tecnoldgicos
na biologia molecular, a descricdo da arquitetura genética das caracteristicas de
interesse econdmico, determinando quais e quantos genes contribuem para a
expressdo do fendtipo, e também como interagem, ainda é um procedimento
complexo, devido a natureza quantitativa das caracteristicas produtivas, controladas
por muitos genes com pequeno efeito cada (COUTINHO et al., 2010).

Um dos fatores determinantes para o sucesso de analises de GWAS também
consiste na utilizacdo de métodos estatisticos adequados, que permitam detectar as
associacbes sem vieses, descartando as associacfes consideradas falsas
(MENEZES et al., 2013). Os resultados satisfatorios em termos de melhorias na
acuracia de predicdes observados com a aplicacdo do procedimento ssGBLUP
(single-step genomic BLUP) em alguns estudos de selecdo gendmica
(CHRISTENSEN et al., 2012; GAO et al.,, 2012), criam expectativas sobre sua
aplicacdo em GWAS como forma de contribuir para maiores acuracias no processo
de identificacdo das regibes cromossdmicas associadas a caracteristicas de
interesse. A aplicacdo de métodos bayesianos em GWAS também vém sendo
investigada, e algumas comparac¢des entre os resultados obtidos pelas diferentes
metodologias ja foram descritas (WANG et al., 2012; 2014; VAN DEN BERG et al.,
2013).
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Apesar do método ssGBLUP apresentar vantagens em relacdo aos métodos
multipassos (AGUILAR et al., 2010; CHEN et al., 2011; FORNI et al., 2011), ele se
baseia em um modelo infinitesimal, que assume que todos os SNP possuem um
pequeno efeito. A vantagem deste modelo € que a matriz de parentesco resultante é
idéntica para todas as caracteristicas dentro de uma populacdo (AGUILAR et al.,
2010). Os métodos BayesA e BayesB apresentam como vantagem o fato de nao
assumirem a pressuposicdo de mesma variancia para os efeitos de todos os SNP, o
que, em contrapartida, demanda maior tempo de processamento computacional. Além
disso, ndo permitem a inclusdo de informagfes de individuos com registros de
fendtipos mas néo genotipados (WANG et al., 2012).

Diante disso, Wang et al. (2012) propuseram um método de ssGBLUP que
combina as informacdes de fendtipo, gendtipo e pedigree, atribuindo pesos aos efeitos
dos marcadores, de acordo com sua suposta relevancia para a caracteristica. Esta
estratégia, denominada wssGBLUP (weighted single-step GBLUP), ndo restringe a
incorporacdo dos dados de animais ndo genotipados e ndo exige a inclusdo de
pseudo-fenétipos. Comparando os resultados de diferentes metodologias para GWAS
em frangos de corte, Wang et al. (2014) relataram que, de maneira geral, todos os
meétodos apresentam alguma desvantagem, estando suas eficiéncias sob influéncia
de fatores como a proporcdo de marcadores que explicam a variancia genética da

caracteristica, e do nimero de animais com dados de fen6tipo e gendtipo disponiveis.

2. 4 Resisténcia genética de bovinos ao carrapato

No Brasil, a alta prevaléncia de infestacdes parasitarias é responsavel por
grandes perdas econbmicas, destacando-se as causadas pelo carrapato bovino
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os efeitos diretos do parasitismo se refletem em
reducdo no ganho de peso e producéo leiteira, depreciacdo do couro devido as lesdes
cutaneas que facilitam a ocorréncia de miiases, e possibilidade de transmisséo de
patdgenos associados a anaplasmose e a babesiose (JONSSON, 2006; JONSSON,;
PIPER, 2007). Somam-se a estes prejuizos as perdas indiretas, relacionadas aos

gastos com equipamentos, instalacdes e méo de obra dispensados com o tratamento
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de animais doentes e com o controle quimico do parasita (JONGEJAN; UILENBERG,
2004; JONSSON et al., 2008; RECK et al., 2014b). Estima-se que 0S prejuizos
causados nos rebanhos nacionais sejam da ordem de US$ 3,24 bilh6es ao ano (GRISI
et al., 2014).

Apesar de algumas alternativas para seu controle ja terem sido propostas
(RODRIGUEZ VALLE et al., 2004; WILLADSEN, 2006; LEEMON et al., 2008; SAMISH
et al., 2008), a utilizacdo exclusiva de quimicos ainda representa o principal método
de controle do carrapato nas propriedades (FRAGA et al., 2003). Além de aumentar o
custo de producdo, o uso de carrapaticidas pode resultar em residuos na carne e no
meio ambiente e tem se apresentado cada vez menos eficiente como método de
controle a longo prazo, frente aos crescentes relatos de aquisicdo de resisténcia dos
parasitas a diversos principios ativos (FRISCH, 1999; MARTINS; FURLONG, 2001;
ANDREOTTI et al., 2011; RECK et al., 2014a; CRUZ et al., 2015). Diante deste
cenario, € necessario o estabelecimento de programas integrados de controle do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, combinando diferentes estratégias de controle
para minimizar os efeitos deletérios ocasionados pelo parasitismo e ao mesmo tempo
adiar o desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia dos parasitas aos
carrapaticidas. Entre os métodos complementares propostos estd a criacdo de
animais geneticamente mais resistentes ao carrapato (SUTHERST; UTECH, 1981,
FRISCH et al., 2000).

Desde a sua introducéo definitiva no Brasil no inicio do século XX, a grande
capacidade de adaptacdo das racas zebuinas (Bos indicus) as condicdes climaticas
brasileiras garantiu sua ampla utilizacdo pelos criadores, de forma que atualmente
cerca de 80% do rebanho é formado por animais de origem zebuina (ABIEC, 2015).
Na pecuéria, pode-se definir o termo adaptacdo como a aptiddo manifestada por um
determinado gendtipo de se ajustar as condigcdes ambientais sem 0 comprometimento,
ou com O menor comprometimento possivel, de suas caracteristicas produtivas
(TURNER, 1980). Bovinos de origem taurina (Bos taurus), mais exigentes
nutricionalmente e menos adaptados a ambientes adversos, encontraram na regiao
Sul do Brasil, caracterizada pelo clima mais frio e pastagens com maior valor nutritivo,
condicbes mais favoraveis para seu desenvolvimento. Comparativamente aos
zebuinos, animais Bos taurus apresentam maior potencial de crescimento, maior
precocidade e melhor acabamento de carcaca (EUCLIDES FILHO, 1997).
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Devido as condigbes climéaticas favoraveis para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do carrapato nos campos, nas regides Centro-Oeste e Sudeste do pais
0S animais sao expostos ao parasitismo durante todo o ano (FURLONG et al., 2003),
e a maior resisténcia de zebuinos as infestacbes é uma das caracteristicas
adaptativas destas racas que estimula sua exploracdo comercial nestas areas. Apesar
de minimizar os impactos decorrentes dos altos niveis de infestacdo, esta pratica
acaba se opondo ao que poderia ser uma alternativa para incrementar a produtividade
de muitos rebanhos, aumentando a participacdo de ragas taurinas nos plantéis e
tirando proveito da complementariedade entre racas para melhorar caracteristicas
como as relacionadas a qualidade da carne, por exemplo. Se consideramos que
metade dos rebanhos nacionais se concentra nestas regides, e que os estados de
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias e Sao Paulo lideram h& anos
o ranking nacional de abates (IBGE, 2015), torna-se ainda mais promissora a
possibilidade de expandir a criagdo de animais Bos taurus e seus cruzamentos para
aumentar a competitividade do setor.

A maior tolerdncia de animais Bos indicus em relacdo a Bos taurus é
amplamente reportada, e estudos envolvendo cruzamentos entre animais destes
grupos apontam, inclusive, proporcionalidade entre o0 numero de genes zebuinos e o
grau de resisténcia dos hospedeiros (LEMOS et al., 1995; SANTOS JR. et al., 2000;
AYRES et al., 2009). O procedimento classico de avaliacdo genética para a resisténcia
ao carrapato envolve a exposicao dos animais a infestagdes naturais ou artificiais, e
posteriormente a contagem dos parasitas no corpo dos animais (VILLARES, 1941;
WILKINSON, 1955; WHARTON; UTECH, 1970). A partir destes registros fenotipicos
e das informacdes de pedigree sado calculados os parametros genéticos da
caracteristica, e gerados os valores genéticos e DEPs que séo utilizados para orientar
os produtores no sentido de identificar os individuos superiores genericamente.

Estudos indicam que os diferentes niveis de resisténcia de bovinos podem
afetar ndo apenas o niumero de carrapatos que consegue se desenvolver até a fase
adulta nos hospedeiros, mas também algumas caracteristicas de desenvolvimento do
parasita. Parametros fisiologicos dos ixodideos que podem ser comprometidos estao
relacionados ao tamanho e eficiéncia reprodutiva das teledginas, como diminui¢do no
peso, producado e viabilidade de ovos, desprendimento prematuro, dificuldade em

realizar a muda, reducéo nas taxas de fecundidade e eclodibilidade e morte de fémeas
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ingurgitadas (OBEREM, 1984; MARADAY; GONZALES, 1984; BARRIGA et al., 1993;
WIKEL, 1996; BIEGELMEYER et al., 2015). Assim, além de representar maiores
gastos ao produtor, seja pelo desempenho produtivo reduzido ou pela maior demanda
por tratamentos, a permanéncia de animais vulneraveis as infestagdes nos rebanhos
implica ainda maiores niveis de infestacdo ambiental, perpetuando a alta incidéncia
de carrapatos na propriedade.

VariacOes genéticas quanto a resisténcia também tém sido detectadas entre
animais de mesma raga, e trabalhos que visam estimar parametros genéticos para a
caracteristica em rebanhos de diversas composi¢cdes genéticas relatam, em geral,
herdabilidades com baixas a moderadas magnitudes (BURROW, 2001; FRAGA et al.,
2003; PRAYAGA; HENSHALL, 2005; BUDELI et al., 2009; BIEGELMEYER, 2012;
AYRES et al., 2015; PASSAFARO et al., 2015). Apesar destas estimativas permitirem
a obtencao de ganhos genéticos (ainda que lentos) com a utilizacdo da resisténcia ao
carrapato como critério de selecéo, respostas mais consistentes para o0 progresso
desta caracteristica podem ser esperadas através do uso das informacdes fornecidas
pelos marcadores moleculares (NIETO et al., 2013).

A ocorréncia de genes de efeitos maior para resisténcia ao carrapato, que
poderiam ser explorados no processo de selecdo de animais resistentes, ja foi
sugerida em alguns estudos. Um destes genes foi identificado em bovinos da raca
sintética Adaptur, produtos do cruzamento entre Hereford e Shorthorn. De acordo com
Kerr et al. (1994), varios anos de sele¢cdo demonstraram que o numero médio de
parasitas em animais com 0, 1 ou 2 cépias do gene foi de 128, 36 e 7,
respectivamente, demonstrando a potencialidade da utilizacdo de genes de grande
efeito no processo de selecdo. Apesar de este gene controlar uma proporcao
expressiva da variacdo genética para a resisténcia, um estudo posterior na raca
demonstrou a natureza poligénica da caracteristica (HENSHALL, 2004).

A despeito da importancia assumida pelos transtornos causados pelo
parasitismo por Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ainda existem poucos
resultados sobre marcadores para resisténcia a este ectoparasita, o0 que pode
explicado pela dificuldade de identificacdo em larga escala de individuos resistentes,
e pelo fato de se tratar de um problema expressivo apenas em paises de climas
tropicais e subtropicais. Entre os genes do sistema imunoldgico associados a

resisténcia dos hospedeiros mais estudados estdo os genes do complexo maior de
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histocompatibilidade (bovine lymphocyte antigen - BoLA). Localizados no
cromossomo 23, estes genes codificam glicoproteinas de superficie celular que atuam
como receptores nas células apresentadoras de antigenos, acoplando e apresentando
peptideos antigénicos para os LT, responsaveis pelo inicio da resposta imune
(TIZARD, 2008). Desta forma, variagdes nos genes de classe | e Il deste complexo
poderiam influenciar a capacidade imune dos animais, e 0s mecanismos de
resisténcia e desenvolvimento da resposta imunolégica poderiam ser elucidados a
partir da compreenséo da expressao destes genes. Associa¢des significativas entre
resisténcia ao carrapato e alelos do gene BoLA-DRB3.2 ja foram relatadas por Acosta-
Rodriguez et al. (2005), Martinez et al. (2006) e Untalan et al. (2007), confirmando que
h& evidéncia cientifica suficiente suportando a funcao destes loci na expressédo da
resisténcia.

Nos ultimos anos, estudos de ligacdo e de associacao ampla do genoma foram
realizados para realizar varreduras nos cromossomos de bovinos em busca da
identificacdo de regibes com efeito significativo sobre a resisténcia. Estudos
desenvolvidos por Gasparin et al. (2007), Regitano et al. (2008) e Machado et al.
(2010) buscaram identificar QTLs para resisténcia ao carrapato em animais Gir X
Holandés através da varredura do genoma com marcadores microssatélites,
detectando QTLs nos cromossomos 2, 5, 7, 10, 11, 14, 23 e 27. Em um estudo de
associacao utilizando SNPs realizado por Barendse (2007), um grande numero de
polimorfismos de base Unica associados a caracteristica de resisténcia foi observado
em diversas regides gendmicas. Também em um estudo de associacdo com SNPs,
Turner et al. (2010) demonstraram a ocorréncia de uma baixa correlacdo entre os
efeitos dos alelos envolvidos com a producdo de leite e com a contagem de
carrapatos, indicando que uma selecdo pela caracteristica de resisténcia
provavelmente ndo prejudicaria a producéo leiteira do rebanho.

Utilizando os genoétipos dos marcadores que foram associados de forma
significativa a contagem de carrapatos nos trabalhos de Barendse (2007) e Turner et
al. (2010), e complementando com marcadores adicionais localizados nas mesmas
regides gendmicas, Porto Neto et al. (2010; 2011) confirmaram QTLs identificados nos
cromossomos 3 e 10 em bovinos leiteiros e na ragca Brahman. Foram identificados
genes candidatos em algumas regides, mas analises posteriores demonstraram que

nenhum destes genes estava relacionado com a expressao de resisténcia. A
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compreensdo dos mecanismos biologicos envolvidos na resisténcia de bovinos e o
conhecimento das regides cromossbmicas que afetam esta caracteristica podem

contribuir para a selecdo mais acurada de individuos geneticamente resistentes.
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3.1 Caracterizagcdo do Problema

Entre as principais causas de perdas produtivas nos sistemas de producéo de
bovinos dos paises tropicais e subtropicais esta o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, um acaro hematéfago distribuido em todo territério nacional, que provoca
diminuicdo de desempenho pelo hematofagismo, desvalorizacdo do couro, altos
gastos com insumos e transmissdo de outros agentes etioldgicos. O carrapato é
também o principal limitante da expanséo da criacdo de bovinos puros e cruzados
com racas de origem britdnica na vasta regido tropical do pais, que seria uma
estratégia para melhorar rapidamente a qualidade da carne de populagces zebuinas
em sistemas de cruzamentos e pela formacao de bovinos compostos. A viabilidade
dessa alternativa em larga escala € limitada exatamente pela maior suscetibilidade de
animais Bos taurus a infestagcdes por carrapatos quando comparados a animais Bos
indicus, enquanto animais cruzados Bos taurus X Bos indicus apresentam
suscetibilidade intermediaria (FRISCH, 1999).

O uso repetido de tratamentos com acaricidas para controle do carrapato em
populacdes mais susceptiveis tem historicamente gerado o aparecimento de
resisténcia desse parasito aos principios ativos, gerando grandes despesas com
tratamentos ineficazes e a necessidade de altos investimentos para descoberta de
novas drogas. Por outro lado, embora os bovinos sejam capazes de desenvolver uma
resposta imunoldgica apds exposicdes sucessivas a carrapatos (DOSSA et al., 1996),
o desenvolvimento de vacinas nao foi totalmente bem-sucedido por causa da grande
habilidade dos parasitas em modular o sistema imune do hospedeiro (BROSSARD;
WIKEL, 2004). Desta forma, o emprego de vacinas somente teve sucesso em casos
em que ja existia alta resisténcia dos bovinos e a infestacao foi baixa (FRISCH, 1999).

N&o obstante, a existéncia de variabilidade genética para resisténcia ao
carrapato tem sido verificada, demonstrando que ha potencial para o melhoramento
dessa caracteristica nos bovinos (OLIVEIRA et al., 1989; GOMES, 1992; VERISSIMO
et al.,1997), evitando o uso frequente de acaricidas e seus consequentes problemas
de seguranca alimentar por residuos quimicos na carne, de desenvolvimento de
resisténcia do parasito aos principios ativos e os elevados custos dos tratamentos.

Portanto, o conhecimento do grau de resisténcia dos individuos dentro de uma mesma
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raca, entre racas diferentes e individuos cruzados torna-se importante alternativa para
a implantacéo de préticas de melhoramento dos rebanhos. Além disso, a identificacdo
de genes responsaveis pela resisténcia deve contribuir para aumentar a eficiéncia da
selecdo (MACHADO et al., 2010). A criagdo de animais geneticamente mais
resistentes reduzira o uso de tratamentos carrapaticidas e de residuos quimicos,
evitando problemas comerciais e de saude ambiental e publica. Frente ao recorrente
desenvolvimento de resisténcia do carrapato aos principios ativos acaricidas e a
auséncia de alternativas eficazes de controle, aumentar a resisténcia do hospedeiro
tem sido apontada como a Unica solucdo definitiva para o problema (FRISCH, 1999).

A contagem de carrapatos ao sobreano vem sendo utilizada desde 2001 como
critério de selecdo dos rebanhos da Conexao Delta G, uma associacdo de criadores
de Hereford, Braford e Nelore com fazendas em sete estados do pais (Bahia, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Parani, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo)
envolvendo aproximadamente 290.000 cabecas e que tem por objetivo desenvolver
um programa de melhoramento genético para obter e propagar animais
geneticamente superiores e mais produtivos, gerando maiores ganhos na atividade
pecuarista (CONEXAO DELTA G, 2007). Foi observada uma herdabilidade moderada
para a resisténcia a carrapatos nos rebanhos desses criadores (CARDOSO et al.,
2006; BIEGELMEYER et al., 2011), que, atualmente, buscam melhorar seus
processos de coleta de dados e incrementar o ganho genético nessa caracteristica
através da inovacao tecnoldgica, viabilizada pela cooperacdo com instituicbes de
ciéncia e tecnologia que desenvolvem pesquisas em parasitologia e melhoramento
genético animal.

A recente revolucdo que ocorreu nas metodologias e tecnologias de
genotipagem e quantificacdo da expressdo génica em larga escala, com o
desenvolvimento de chips e arranjos de DNA (FAN et al., 2006), permite potencializar
a estratégia quantitativa classica no melhoramento com a genética molecular, seja
para identificar e estudar genes que afetam caracteristicas de interesse, seja para
viabilizar novas alternativas de avaliacdo genética e sele¢cdo, como no caso da
selecdo gendmica (MEUWISSEN et al., 2001).

A presente proposta visa integrar as competéncias e estruturas do Programa
de P6s-Graduacédo em Zootecnia da Universidade Federal de Pelotas, através de seus

estudantes de poOs-graduacdo, da Embrapa Pecuaria Sul (participante da Rede



42

Genbmica Animal), através de seus pesquisadores, conhecimentos e infraestrutura, e
da Conexao Delta G, por meio de seus criadores, técnicos e rebanhos. A proposta
objetiva viabilizar o avanco do conhecimento nos mecanismos genéticos de
resisténcia a carrapatos em bovinos e o desenvolvimento de métodos e estratégias
para combinar ferramentas de genética quantitativa e molecular para sele¢édo

gendmica dessa caracteristica.

3.2 Objetivos e Metas

Objetivos gerais:
Desenvolver estratégias combinando ferramentas de genética quantitativa e
molecular para selecéo genémica de animais mais resistentes a infestacéo natural por

carrapatos.

Objetivos especificos:
o Identificar marcadores moleculares de polimorfismos de base Unica (SNP) em
desequilibrio de ligacdo com a resisténcia a carrapatos;

o Buscar mutacdes causais para 0s genes de efeito maior na resisténcia a
carrapatos;
o Investigar a funcdo dos genes, suas redes de regulacdo e processos

metabdlicos e fisioldgicos que estdo envolvidos na resisténcia a carrapatos;
o Preparar resumos e artigos cientificos, que serdo publicados em congressos
nacionais e internacionais e em periédicos da area;

° Elaborar uma tese de doutorado.

3. 3 Metodologia e Estratégia de Acao

Os animais que fornecerdo dados para as analises deste projeto pertencem a

rebanhos das racas Hereford e Braford, criados no Rio Grande do Sul e que participam
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do programa de melhoramento Conexao Delta G. A infestacdo natural por carrapatos
destes animais vem sendo acompanhada desde 2001, através da contagem de
carrapatos na regido do entrepernas (de 2001 a 2008) ou na lateral do corpo (de 2009
a 2010), através da contagem de fémeas do parasita com tamanho superior a 4,5mm,
realizadas nas fazendas participantes por técnicos e produtores. O grau de infestacédo
foi avaliado pela média de pelo menos duas contagens consecutivas, com intervalos
de aproximadamente 30 dias, conduzidas no sobreano dos animais. Durante o
periodo de contagens, os animais ndo receberam antiparasitarios com efeito acaricida
prolongado.

As informacdes coletadas em nivel de campo foram armazenadas em uma
base de dados contendo, além de registros de contagem de carrapatos, dados de
desempenho e informacdes genealdgicas. As avaliacdes foram feitas dentro de
grupos contemporaneos, com registros do manejo sanitario e alimentar, de
genealogia, e controle de nascimento e producdo. O banco de dados gerado foi
analisado para obtencdo da herdabilidade e da repetibilidade para a contagem,
informando se a contagem responderia de forma eficaz a selecéo. Estas analises e
resultados estédo descritos na dissertagao “Resisténcia genética a infestagao natural e
artificial por Rhipicephalus (Boophilus) microplus em bovinos das ragas Hereford e
Braford” (BIEGELMEYER, 2012).

Durante a primeira contagem de carrapatos foi coletada uma amostra de
sangue de cada animal em cartdes de celulose apropriados para armazenamento de
DNA em temperatura ambiente. Foram coletadas também amostras de sangue dos
principais touros pais usados em monta na propriedade, e doses de sémen foram
obtidas dos touros usados em inseminacgao artificial. O material foi enviado para a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para extracdo de DNA. Apls a
extracdo, 300ng de DNA de cada animal foram enviados para genotipagem em
laboratorio terceirizado de prestacdo de servicos no exterior. Dos 2.414 animais com
contagem de carrapato ja avaliada em 2009/10, 2.160 individuos com pelo menos
duas contagens de carrapatos e informacdes de nascimento e pedigree ja foram
genotipados (chip Bovino da Illumina de 50K marcadores SNP).

Para a caracterizacdo e validagdo de marcadores SNP em desequilibrio de
ligacdo, é importante lembrar que existem diversas estatisticas que normalmente séo

utilizadas na estimacédo do DL entre dois loci. Neste projeto, serdo usadas as medidas
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D’ (LEWONTIN, 1964) e r2 (HILL; ROBERTSON, 1968). Para quaisquer dois loci

bialélicos, a estatistica D’ é definida como:

R | Dy |
D=ZZpiqu—J

i=1 j=1 max
onde: Dj = Pjj - pig;, sendo Pjj a frequéncia do haplotipo ij (i = alelo i no locus 1; j = alelo
j no locus 2); e pi e g; as frequéncias do alelo i no locus 1 e do alelo j no locus 2,
respectivamente;
min[piqj,(l— pi)(l—qj)], se Dij <0
™ :{min[pi(l—qn,(l— p)(@,) se D, >0

A estatistica r2 é obtida por:
r2 — DIJZ
plququ ,
onde: Dj = como definido acima; p1, p2, q1 € gz = frequéncias dos alelos 1 e 2, nos loci
p e g, respectivamente.

Os valores de D’ e r2 se situam no intervalo entre 0 e 1 e possuem propriedades
desejaveis. O maximo de D’ é de facil interpretacdo: D’ € igual um (chamado de DL
completo) se, e somente se, no minimo um alelo de cada locus esta completamente
associado com um alelo do outro locus. Entretanto, quando D’ € menor do que um,
sua interpretacdo nao é clara. A estatistica r2 é a propor¢éo da variagdo causada pelos
alelos do QTL que é explicada pelos marcadores. O declinio nos valores de r2com a
distancia indicam quantos marcadores ou fenétipos séo necessarios na varredura
inicial do genoma para a deteccéo de QTL. Valores de r2iguais a um (chamados de
DL perfeito) sdo obtidos se, e somente se, existem dois haplotipos para os dois loci
bialélicos, implicando que cada alelo de um locus estd completamente associado com
um determinado alelo do outro locus e que as frequéncias alélicas em ambos os loci
sdo idénticas. As medidas de r2 na populacdo sera ainda avaliada em relacdo a
distancia média entre dois SNPs de cada par.

Na etapa de identificacdo de genes de efeito maior serdo considerados os
resultados do estudo de associacdo entre marcadores SNP e os fenotipos de
resisténcia a carrapatos apresentados pelos animais avaliados. Serao investigadas as
mutacbes causais para os QTL de efeito maior usando as abordagens de

mapeamento fino e perfilamento de expressdo génica de candidatos posicionais,
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visando suplementar as informagdes a respeito da funcéo dos genes, suas redes de
regulacéo e processos metabdlicos e fisioldégicos que estao envolvidos na resisténcia

a carrapatos.

3. 4 Resultados e Impactos Esperados

Indicadores de resultados ao final do projeto:

o Identificacdo de marcadores moleculares SNPs em desequilibrio de ligacao
com a caracteristica de resisténcia a carrapatos;

o Identificacdo de mutacdes causais para os genes de efeito maior na resisténcia

a carrapatos;

o Publicacao dos resultados;
o Definicdo das estratégias de uso das informacdes geradas;
o Defesa da tese.

Repercussao e/ou impactos dos resultados:

O presente projeto propde-se a desenvolver conhecimentos e ferramentas de
selecéo genbmica para aumentar a resisténcia dos bovinos ao carrapato. Espera-se,
portanto, que o emprego dessa ferramenta no melhoramento dos rebanhos
proporcionara, no médio prazo, a criacdo de linhagens de bovinos que necessitem

menos tratamentos, reduzindo, desta forma:

o Os custos dos tratamentos com drogas acaricidas;
o A presenca de residuos quimicos na carne e derivados;
o A contaminacdo do ambiente pelo manejo dos banhos de imersdo e

pulverizacao;

o As chances de intoxicacdo dos trabalhadores que aplicam os tratamentos
altamente toxicos;

o A necessidade de constantemente buscar novos principios ativos pelo

recorrente desenvolvimento de resisténcia do parasito.
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3.5 Cronograma, Riscos e Dificuldades

A estruturacdo do projeto e as condi¢cdes de trabalho sdo adequadas para
atingimento de seus objetivos e metas e a obtencao dos resultados esperados. Os
riscos associados ao manuseio e analise dos dados em grande escala (56.000 SNP
X 2.160 animais) foram minimizados desenvolvimento e validacdo do pipeline para
este tipo de dados na Rede Gendmica Animal, que é parceira e provedora de
ferramentas para este fim no presente projeto. No Quadro 1 é apresentado o

cronograma de execuc¢ao do projeto.

Quadro 1 - Cronograma de execucéo das atividades referentes ao projeto.
2012 2013 2014 2015 2016
1 /2|3 |41 |2 |3 |4 |1 |2 |3 |4 ]|1]2|3]|]4]1
Revisdo bibliografica X[ X[ XX [ X[ XX [ X[ X[X]|X[|[X[X]|X|X|X]|X
Preparacao do projeto X | X
Desenvolvimento do banco
de gendtipos
Controle de qualidade dos
genotipos
Inferéncia sobre os
haplétipos e caracterizacao X | XX | X [X[X|X]|X
do desequilibrio de ligagcdo
Estudo de associacdo em
todo genoma
Mapeamento fino de QTL de
efeito maior
Identificac@o de genes
candidatos posicionais nas
regides de QTLs de efeito
maior
Busca de SNPs em genes
candidatos posicionais
Organizagéo do banco de
dados
Andlise, interpretagéo e
publicacdo de resultados
Elaboracéo de artigos e
publicacdes técnicas

X[ X | X[ X[ X|X[|X|X[X[X
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3.6 Aspectos Eticos

As atividades que serdo executadas sédo de risco muito baixo, envolvendo
apenas atividades rotineiramente executadas em laboratérios de computacédo e
biologia molecular. Os procedimentos de biologia molecular atenderdo as normas de
Biosseguranca e de Boas Praticas de Laboratério.

As amostras biolégicas necessarias para a extracdo de DNA e genotipagem, e
alcance dos objetivos da presente proposta, foram obtidas durante o projeto de
pesquisa e dissertagdo “Resisténcia genética a infestacdo natural e artificial por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus em bovinos das ragas Hereford e Braford”, ja
avaliado e com parecer favoravel pela Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal
(CEEA) sob o numero de registro 9409. Dentro da presente proposta de projeto, a
necessidade de uma coleta de dados bioldégicos complementar sera submetida para

avaliacao pelo CEEA.

3.7 Orcamento

Os custos abaixo relacionados (Quadro 2), relativos aos principais recursos
necessarios para as extracdes de DNA e genotipagem dos animais, foram cobertos

pela Embrapa Pecuéria Sul e Rede Genbémica Animal.

Quadro 2 - Investimentos parciais referentes aos custos com extracdo de DNA e genotipagens dos
animais envolvidos no projeto.

MATERIAL (Especificagdo Técnica) QUANTIDADE | VALOR UNITARIO TOTAL

Kits, reagentes, pipetas, ponteiras e demais

materiais necessarios para extracao 1 R$ 10.000,00 R$ 10.000,00
de DNA
Genotipagem em BeadChip bovino 2 160 R$ 200,00 R$ 432.000,00
lllumina 50K

TOTAL R$ 442.000,00
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4 Relatério do Trabalho de Campo

4.1 Local

As avaliacdes fenotipicas para a caracteristica de contagem de carrapatos e as
coletas de amostras biologicas para genotipagem dos animais ocorreram em
diferentes propriedades localizadas no estado do Rio Grande do Sul. As fazendas que
forneceram os dados utilizados no presente estudo foram: Agropecuaria Caty S.A.
(Santana do Livramento/RS), Estancia Guatambu (Dom Pedrito, RS), Estancia Séo
Bento (Dom Pedrito, RS), Estancia Sdo Manoel (Alegrete, RS), Estancia Siléncio

(Alegrete, RS), Fazendo Nogueira (Dom Pedrito, RS) e Grupo Pitangueira (Itaqui, RS).

4.2 Periodo Experimental

As informacfes de genotipagens utilizadas nas analises foram obtidas a partir
de amostras bioldgicas coletadas de animais nascidos entre os anos de 2008 e 2010.
Os dados de contagens de carrapatos se referem a avaliagdes fenotipicas realizadas
entre os anos de 2010 e 2013 nas fazendas participantes.

4.3 Animais Avaliados

Participaram das avalia¢cdes bovinos machos e fémeas das racas Hereford e

Braford (com composi¢cdo genética entre ¥ Hereford + %2 Zebu e % Hereford + Y
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Zebu), provenientes de rebanhos controlados pelo programa de melhoramento da
Conexdo Delta G (CONEXAO DELTA G, 2007), uma associacdo de criadores de
Hereford, Braford e Nelore com fazendas em estados das regifes Sul, Sudeste,

Centro-Oeste e Nordeste do pais.

4.4 Coletade Dados

As avaliagBes fenotipicas consistiram em uma a trés contagens manuais de
carrapatos, realizadas em um dos lados do corpo dos animais mantidos em tronco de
contencao. Para possibilitar tais avaliacdes, os produtores foram orientados no sentido
de suspender a utilizacdo de carrapaticidas de longa ac¢do durante o periodo de
contagens, permitindo assim que 0s animais se tornassem suscetiveis as infestacoes.

A extracdo de DNA para genotipagem foi realizada a partir de amostras de
sangue armazenadas em cartdes FTA ou amostras de sémen criopreservado. A
genotipagem e o processo de controle de qualidade dos genoétipos gerados foram
conduzidos através do software GenomeStudio (lllumina Inc. San Diego, CA), de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.5 Anélises Estatisticas

Os niveis de desequilibrio de ligacao foram determinados através da estatistica
r2 descrita por Hill e Robertson (1968), e a persisténcia de fase entre as populactes
foi calculada conforme proposto por Badke et al. (2012). O tamanho efetivo de
populacdo foi determinado com base no declinio dos valores de desequilibrio de
ligagdo, de acordo com o aumento da distancia entre marcadores. Para avaliar a
heterogeneidade intra e intercromossomal, utilizaram-se ainda dois modelos de
analise de covariancia. Todas as analises foram realizadas através de scripts
desenvolvidos no programa R (R CORE TEAM, 2013).
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Para o estudo de associacao entre marcadores e a caracteristica de resisténcia
ao carrapato objetivado no segundo trabalho, foi utilizada a metodologia de passo
anico (single-step - ssGBLUP), proposto por Wang et al. (2012). Esta abordagem
combina toda a informacdo gendmica, fenotipica e de pedigree em um Unico passo
para a predicdo dos valores genéticos gendmicos, dos quais sédo derivados os efeitos
dos marcadores. As analises desta etapa foram realizadas através de programas da
familia BLUPF90 (MISZTAL et al. 2012).

4.6 Resultados

Os resultados obtidos serdo encaminhados para publicacdo em periddicos
cientificos na area de Zootecnia e Medicina Veterinaria.
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Abstract

Background: The existence of moderate to high levels of linkage disequilibrium (LD)
between genetic markers and quantitative trait loci (QTL) affecting traits of interest is
fundamental for the success of genome-wide association and genomic selection (GS)
studies. Knowledge about the extent and the pattern of LD in livestock populations is
essential to determine the density of single-nucleotide polymorphisms (SNP) required
for accurate QTL mapping and GS. Moreover, observed LD is related to historical
effective population sizes (Ne), and can provide insights into the genetic diversity
history of populations. Estimates of the consistency of linkage phase across breeds
can be used to determine if there is sufficient relationship to use pooled reference
populations in multi-breed GS programs. The objective of this study was to estimate
LD levels, persistence of phase and effective population size in Hereford and Braford
cattle populations sampled in Brazil.

Results: Mean LD estimates, measured using the squared correlation of alleles at two
loci (r2), obtained between adjacent SNP across all chromosomes were 0.21 + 0.27 for
Herefords (391 samples with 41,241 SNP) and 0.16 + 0.22 for Brafords (2,044 samples
and 41,207 SNP). Estimated r2 was > 0.2 and 0.3, respectively, for 34% and 25% of
adjacent markers in Hereford, and 26% and 17% in Brafords. Current estimated Ne for
Brafords and Herefords were 220 and 153 individuals, respectively. The two breeds
demonstrated moderate to strong persistence of phase at all distances (range = 0.53
to 0.97). The greatest phase correlations (r > 0.9) were found in the 0 to 50Kb bins
(range = 0.92 to 0.97). Estimated LD decreased rapidly with increasing distance
between SNP, however, useful linkage for QTL mapping and GS (r?> 0.2) was found
spanning to ~50Kb.

Conclusions: SNP panels containing about 50,000 and 150,000 markers are
necessary to design effective genome-wide association and GS studies to Hereford
and Braford breeds, respectively. Markers are expected to be in phase with QTL alleles
in distances < 50Kb in both populations due to observed high levels persistence of

phase.
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Background

The evolution of molecular biology techniques observed over the last decades
provided great progresses to studies focused on unveiling underlying genetic factors
and improving rates of genetic gains for economically important traits in livestock. The
availability of high-density single nucleotide polymorphisms (SNP) genotyping assays
for cattle and advances in computational and statistical methods allowed the
generation and use of large amounts of genomic data in genome-wide association
(GWAS) and genomic selection (GS) studies for production relevant traits [1]. These
advancements created new opportunities to identify and select animals with superior
genetic merit, while reducing generation intervals and overall associated costs [2,3].

Existence of linkage disequilibrium (LD) between causative variants and genetic
markers is fundamental for achieving success in GWAS and GS studies since both
rely on the non-random associations between markers and functional mutations
affecting traits of interest [4,5]. Existing LD levels are usually affected by genetic
(selection, mutation, drift, migration, and non-random mating) and non-genetic (marker
ascertainment bias) factors [6-8] and can reflect historical effective population sizes
and rates of recombination in a population [9].

Studies to understand LD levels and structure in livestock species are
necessary for revealing diversity levels among breeds and detecting regions of
genome that have been historically subjected to different selection pressures [10,11].
Knowledge about historical effective population sizes is also important to determine
optimal selection pressures [12] for achieving breeding goals while maintaining
acceptable levels of genetic diversity in breeding populations [13]. Estimates of linkage
phase consistency across breeds and populations are also essential for determining
the potential success of using data from pooled reference populations for multi-breed
genomic evaluation and selection programs [14].

The use of low-density SNP panels to reduce genotyping costs, while
maintaining prediction accuracies, can be achieved by inferring missing genotypes with
basis on reference haplotype catalogues generated with higher density datasets.
Genotype imputation is an important step for performing GS at a lower cost [15].
Genomic breeding values predicted from imputed genotypes have shown similar levels

of accuracy to those derived from high-density genotypes [16-18].
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The objective of this study was to estimate linkage disequilibrium levels at
varying SNP densities, persistence of phase and effective population sizes in Brazilian

Hereford and Braford cattle populations.

Methods

Sample collection and genotyping

Samples from a total of 391 Hereford and 2,079 Braford (with a breed
composition ranging between %2 Hereford + Y2 Zebu and % Hereford + ¥4 Zebu) cattle
born between 2008 and 2010 in commercial farms associated with the Delta G
Connection Genetic Improvement Consortium [19] were used in this study. Braford
cattle ranged breed composition between 50% Hereford + 50% Zebu and 75%
Hereford + 25% Zebu. DNA was extracted from blood samples from FTA cards or from
cryopreserved semen. Genotyping of all samples was performed with Illlumina
BovineSNP50v2 (50K) BeadChip (lllumina Inc., San Diego, USA). In addition, data
from 40 bulls (17 Hereford and 23 Braford) genotyped with Illumina High-Density (HD)
Bovine BeadChip Array (lllumina Inc., San Diego, USA) were also included in the final
dataset. Genotype calling and initial data quality control (QC) were performed using
GenomeStudio software (lllumina Inc. San Diego, CA), according to manufacturer's

protocols. Genotypes with a GenCall Score < 0.15 were set as missing genotypes.

Data quality control

Additional QC was performed with R snpStats package [20]. Samples with call
rates < 0.90, heterozygosity deviations > 3.0 standard deviations, conflicts between
declared and genotype-based sex, and duplicated genotypes with different sample
identification were removed from the final dataset. Only SNP located on autosomes
(BTA) were considered in further analyses. SNP with call rates < 0.98, minor allele
frequencies (MAF) < 0.03 and highly significant deviations (P < 10) from Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) were also excluded. Moreover, whenever multiple SNP
were observed in the same physical map position, only one SNP with highest MAF
was retained. The high-density (HD) panel was filtered to select only the SNP also

present in the 50K panel.
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Haplotype reconstruction and phasing

Haplotype reconstruction and imputation of sporadically missing genotypes
(0.39%) were carried out using Fimpute 2.0 [21]. Expectation-Maximization algorithm
employed initially estimates the most probable haplotypes considering observed
genotypes, using pedigree relationship information. Subsequently, the program
performs genotype imputation using a haplotype search based on a sliding window
approach, walking along each chromosome and using overlapping windows to

reconstruct haplotypes [22].

Linkage disequilibrium analysis

Linkage disequilibrium was calculated as pairwise r?[23], which relies on the
allele phase information at the gametic level. Considering two marker loci (A and B),
each one with two alleles (A1, A2, B1 and B2), the frequency of alleles in the population
can be denoted pa1, pa2, ps1 and ps2, and the frequency of haplotypes with allele 1 at
marker locus A and allele 1 at locus B, for example, denoted pais1. Following Hill and
Roberson [23],

r2 — (pAlBlpAZBZ — Paze2 pAZBl)Z . (1)
Pa1Pa2Pg1Ps2

For each population, LD values between all pairs of SNP of all chromosomes
were binned according to physical distance separating the loci. Average values of r2
were calculated for each bin.

To evaluate the feasibility of successfully using sparse marker panels in GWAS
and GS studies, average r?between adjacent markers was calculated for different
marker densities, sequentially removing SNP from the total dataset using every
second, fourth, fifth, sixth, seventh and 14" marker (using, respectively, 50%, 25%,
20%, 17%, 14% and 7% of available SNP). LD estimates were calculated according to

Badke et al. [24], using Id_estimate R scripts [20].

Intra and inter chromosomal and breed heterogeneities
To investigate intra and inter chromosomal and breed variation in LD, analysis
of covariance with general linear models were fitted. First, the following linear model

was used to estimate the effects of genetic distance (covariate), chromosome, breed
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and the chromosome x breed interaction on LD through a total of 82,356 adjacent
breed-specific marker pairs:

r;( = p+c +b, + p(d,)+cb; +e,. 2

Then, a more complex linear model was used to estimate the adjusted mean r2
at certain distances, using all of the 12,911,174 SNP pairs. The distances considered
refer to the different densities of some commercially available panels: 150K
(GeneSeek Genomic Profiler HD-150K), 80K (GeneSeek Genomic Profiler HD-80K),
50K (Illlumina BovineSNP50v2 BeadChip), 20K (GeneSeek Genomic Profiler LD v2),
8K (lllumina BovineLD v.2 BeadChip) and 3K (lllumina Bovine3k BeadChip). The most

complete model used was:

(2 = u+c, +b, +B(d,)+cb, +cp,(dy)+ b, (d)+cbp, (d) +
(D) +¢ B, (d)? + b, (d) +cb, (d)? + (3)
Bo(d0) +C B (A" + by (d) + 0Dy (0, ) + &

For Equations 2 and 3, r,]i was the observed LD over marker distance d, on
chromosome i of breed j, u is the overall mean of r,]i across markers pairs, C; is the
effect of chromosome i, b, is the effect of breed j, f,, f}, and f; are the regression
coefficients (linear, quadratic and cubic, respectively) on marker distance, d: is the
adjusted marker distance (10g,,d, —Iogloa), d, is the observed physical distance for the

marker pair k, d is the average physical distance between markers, and €is the

residual effect. Genetic distances were logio transformed in an attempt to linearize the

relationship between LD and the log-transformed distance [30], but higher order
coefficients (ﬂz and ﬂg) were fitted to consider possible deviations of this expected

linearity and interaction with breed and chromosome effects (C4;, bf and cbg,

terms). All analysis was performed using R package [20].
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Persistence of phase analysis
The degree of phase concordance between the two breeds for pairs of SNP

was calculated according to Badke et al. [24] with the following formula:

Z (i = o) Mgy —Tey)
Rk,k' _ (i.jep , (4)

S(k)S(k')

where Rk]k. is the correlation of phase between [y, in population k and [y, in
population k’, S(k) and S(k-) are the standard deviations of [, and ., respectively,

Iy and Ty, are the average [; across all SNP i and j within interval p for populations k

and k’, respectively. Positive r values are expected when two markers show positive r2
values and equal phase in both studied populations [25]. SNP pairs were binned
according to marker distances, and average values of r were calculated for each bin,

using markers common to both breeds.

Estimation of effective population size
Estimates of LD decay in relation to different SNP distances were used to infer
effective population sizes (Ne) of the two studied cattle breeds. The relationship

between r2 and Ne can be expressed by the formula:

) 1

" (4eN, 1)’ ®)

where c is the genetic distance between two markers expressed in Morgans [26].
Effective population size was estimated considering each SNP pair located within 100
Mb of the same chromosome, with physical distances between SNP converted to
genetic distances, assuming 1 Mb = 1 cM [27,28]. Because generations are discrete
and distances between SNP are continuous, historical effective population size (Net)
for a given generation t = 1/2c in the past was assessed by selecting SNP pairs with
map distance within corresponding ranges of ¢ values. When applied in t = 1/2c, the
resulting t value was rounded to the target generation. For example, r2 of all SNP pairs
with distance between 33.3 cM (t = 1.5) and 1 M (t = 0.5) of the same autosomal
chromosome were selected to calculate Ne att = 1. Then, within each bin, the average

values of r2 and ¢ were obtained and applied in the formula:
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1-r?
Net :(40—r2)’ (6)

for 0.0 < r?2 < 1.0. Longer c ranges were used to define generation bins as we moved
further in the past, because they correspond to shorter distances with fewer markers
and we wanted to ensure sufficient numbers of SNP pairs for reliably estimating Net
within each bin [29]. The actual bins were of one generation for t between 1 and 10,
e.g. a range from 0.5 to 1.5 for the current general; five generations for t between 15
and 100, and of 50 generations for t between 150 and 1000.

Results

SNP quality control

Data QC excluded 43 samples with call rates < 0.03, 24 samples with
heterozygosity deviations > 3.0 standard deviations, eight samples with incorrect sex
assignment and eight duplicated genotypes with different sample identification. The
final resulting dataset contained 2,435 samples (391 Hereford and 2,044 Braford).
Some samples were excluded for not meeting more than one criteria of QC. The data
QC also removed 4,232 SNP with call rates < 0.98, 5,712 SNP with MAF < 0.03, and
1,342 SNP with highly significant HWE deviations (P < 10). Estimated means for call
rate, MAF and HWE were 0.998, 0.271, and 0.541, respectively. The final resulting
dataset contained a total of 41,241 autosomal SNP (75.52%) in Brafords and 41,207
autosomal SNP (75.46%) in Herefords.

Linkage disequilibrium

Average r2 + SD between adjacent SNP across all chromosomes was 0.21 +
0.27 for Hereford and 0.16 £ 0.22 for Braford. The analysis revealed a rapid decrease
in LD in both populations with increasing physical distances (Figure 1). Herefords
showed higher LD than Brafords up to a distance of 1.78Kb. For larger distances,

Brafords showed a mean of r2 slightly higher than Herefords.
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Figure 1 - Extent of linkage disequilibrium (r2) as a function of inter-marker distance in Hereford and
Braford populations

Average LD for markers at eight distance intervals are presented in Table 1. At
distances of 50Kb, average LD was 0.25 £ 0.29 for Herefords and 0.18 = 0.24 for
Brafords. In Brafords, average r? decayed faster than in Herefords with the increase of
distance, declining to 50% of its initial value at ~5Kb whereas in Herefords the same
decline was observed at ~50Kb. Observed LD was > 0.2 and 0.3, respectively, for 34%
(14,010 SNP) and 25% (10,302 SNP) of adjacent markers in Herefords, and 26%
(10,722 SNP) and 17% (7,011 SNP) in Brafords.

Table 1 - Average r?2 + SD between adjacent markers according to inter-marker distances in Hereford
and Braford populations

Inter-marker distance Hereford Braford

1Kb 0.49 + 0.45 0.43 +0.39
5Kb 0.28 +0.35 0.20 £ 0.30
50Kb 0.25+0.29 0.18 +0.24
0.1 Mb 0.17 £ 0.23 0.13+0.18
0.5 Mb 0.10 £ 0.15 0.08 +0.12
1 Mb 0.07 +0.11 0.06 + 0.09
5 Mb 0.03 +£0.05 0.03 +0.05
10 Mb 0.01 +0.02 0.02 + 0.03
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Estimated r? values > 0.2 were observed in the 0 to 60Kb bins in Herefords
(range = 0.20 to 0.49), and in the 0 to 20Kb bins in Brafords (range = 0.21 to 0.43).
Average r? values > 0.3 were observed in the 0 to 1Kb bins in Herefords (0.49) and
Brafords (0.43). LD estimates obtained from sparse maps of markers were low (Table
2).

Table 2 - Average r? = SD for adjacent SNP according to marker panel density in Hereford and Braford
populations

% SNP Hereford Braford

kept! Average r? Average distance (Kb) | Average r? Average distance (Kb)
50% 0.15+0.21 121.80 0.12 +0.17 121.83

25% 0.11 +£0.16 243.57 0.09+0.13 243.00

20% 0.09+0.14 304.22 0.08 £0.11 303.78

17% 0.09+0.14 364.97 0.07 £0.11 364.47

14% 0.08 £0.13 425.83 0.07 £0.10 425.30

7% 0.07 £0.10 850.22 0.06 + 0.09 849.50

lin relation to the total number of SNP obtained for each population after the quality control (41,207 SNP
in Hereford and 41,241 SNP in Braford).

Considering only 50% of available SNP (a panel with about 20K SNP), observed
average r?2 decreased from 0.21 to 0.15 in Herefords, and from 0.16 to 0.12 in Brafords.
When 20% of SNP were maintained in the map (using only every fifth SNP and a
density similar to the 8K panel), average r? decreased to 0.09 in Herefords and to 0.08
in Brafords. Similarly, as observed in LD values, the percentage of pairs of markers
with r2 values > 0.2 and with average r?2 > 0.3 decreased when sparse maps were
analyzed (Table 3). Using only every fifth marker (20% of available SNP), the
percentage of markers with r2 > 0.2 decreased from 34% to 15% in Herefords and from
26% to 10.1% in Brafords, while the percentage of markers with r2 > 0.3 decreased
from 25% to 8.3% in Herefords, and from 17% to 4.9% in Brafords.

Table 3 - Percentage of adjacent SNP with average r?2 > 0.2 and > 0.3 according to marker panel density
in Hereford and Braford populations

% SNP Hereford Braford

kept! %2> 0.2 %2> 0.3 %2> 0.2 %r2>0.3
50% 24.49 16.41 18.33 11.09
25% 17.35 10.59 12.52 6.69

20% 15.02 8.33 10.12 4,96

17% 14.80 8.03 9.98 458

14% 13.18 6.59 8.95 4.03

7% 8.37 3.83 6.76 2.70

n relation to the total number of SNP obtained for each population after the quality control (41,207 SNP
in Hereford and 41,241 SNP in Braford).
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Intra and inter chromosomal and breed heterogeneities

Average distances between SNP in different chromosomes were similar, and
average physical distances between adjacent markers on Hereford and Braford
autosomes was 61Kb. For all chromosomes, average r? between adjacent SNP was
larger in Herefords than Brafords (Table 4). Estimated r? values ranged from 0.16
(BTA23) to 0.26 (BTAG) in Herefords, and from 0.13 (BTA23, BTA28 and BTA29) to
0.20 (BTA®6) in Brafords.

Table 4 - Number of SNP, average r? + SD and mean of length distances between adjacent markers in
autosomes of Hereford and Braford populations

Chr Length (Mb) Hereford Braford

n SNP Average r? n SNP Average r?
1 161.02 2697 0.24 +0.29 2699 0.17+0.23
2 137.63 2197 0.23+0.29 2200 0.18 £0.23
3 125.67 2000 0.21 £0.27 2001 0.17£0.22
4 120.64 1987 0.23+0.28 1988 0.16 £0.21
5 124.68 1732 0.20 £ 0.26 1734 0.16 £0.22
6 119.22 2066 0.26 £ 0.30 2069 0.20+0.24
7 112.63 1824 0.25+0.29 1824 0.19+0.24
8 116.03 1958 0.23+0.29 1959 0.18+0.23
9 105.59 1670 0.23+0.29 1671 0.17+0.23
10 104.22 1760 0.21+0.27 1761 0.16 +0.22
11 107.25 1805 0.20 + 0.26 1806 0.16 +0.22
12 91.06 1342 0.21+0.27 1344 0.15+0.20
13 84.18 1449 0.19+0.26 1449 0.15+0.20
14 84.59 1471 0.23+0.28 1471 0.18 £0.23
15 85.26 1374 0.19+0.25 1374 0.15+0.20
16 81.32 1314 0.21 £0.27 1314 0.16 £0.22
17 75.00 1249 0.20 £ 0.27 1250 0.15+0.21
18 65.98 1036 0.21 £0.27 1038 0.16 £0.21
19 64.01 1058 0.17 +0.23 1059 0.14 +0.20
20 72.20 1264 0.19+0.25 1264 0.15+0.21
21 71.08 1124 0.20 + 0.26 1124 0.16 +0.22
22 61.38 1021 0.20 +0.27 1025 0.15+0.21
23 52.29 838 0.16 +0.23 838 0.13+0.19
24 63.40 1014 0.21+0.27 1018 0.16 +0.21
25 42.77 753 0.19+£0.25 755 0.15+0.21
26 51.64 867 0.20 £ 0.27 867 0.14+0.21
27 45.37 763 0.17£0.24 764 0.14£0.20
28 46.22 747 0.19+0.24 747 0.13+0.18
29 51.48 827 0.18 £ 0.25 828 0.13+0.19

Chr = autosomes

Covariance estimates between adjacent SNP (Equation 2) revealed that genetic
distance, breed and chromosome have significant effects on r2 (P < 0.001), whereas
the interaction between breed and chromosome was not significant. Least square

means + SE of r2 adjusted across breeds are shown in Figure 2 for each chromosome.
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Figure 2 - Extent of linkage disequilibrium (r?) + standard errors for adjacent markers by chromosomes
in Hereford and Braford populations

Covariance estimates considering all SNP pairs (Equation 3) revealed
significant effects of linear, quadratic and cubic genetic distance coefficients, breed,
chromosome, and all interactions (P < 0.001). Adjusted r2 means at specific distances
for Herefords and Brafords are shown in Figure 3 for chromosomes with the greatest,

lowest and intermediate LD averages (BTA6, BTA23 and BTALO0, respectively).
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Figure 3 - Linkage disequilibrium (r?) as a function of inter-marker distance (considering chips of 150K
(20Kb); 80K (38Kb); 50K (60Kb); 20K (150Kb); 8K (375Kb); and 3K (1000Kb) in chromosomes 6, 10
and 23 in Hereford and Braford populations

Effective population size
Although current estimated effective population size (Figure 4) for Brafords (Ne
= 220) is larger than for Herefords (Ne = 153), different recent Ne trends were observed

for the two studied populations. Braford’s decreasing historical Ne trend was reversed
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and sharply increased in the last two generations, while Herefords had an accelerated
Ne decline starting four generations ago. Consequently, the relative positions of the
breed were changed, reestablishing the larger past effective size of Braford compared
to Hereford, which was observed up to about thirty generations ago, when respective

values were 315 and 309 for the two populations.
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Figure 4 - Estimated effective population size (Ne) as a function of generation in the past in Hereford
and Braford populations

Persistence of phase

Moderate to strong persistence of phase at all distances (range = 0.53 to 0.97)
were observed for both breeds (Figure 5). Phase correlations decreased rapidly with
increasing distances between SNP, as was similarly observed for average r2. For
markers < 50Kb apart mean estimated r was 0.92, decreasing to 0.74 and 0.53 at
marker distances of 1 and 5 Mb, respectively. Marker phase correlation values of r >
0.9 were found in the 0 to 50Kb bins (range = 0.92 to 0.97), and the proportion of SNP
with reversed r signs was lower, ranging from 5% at 1Kb to 34% at 10 Mb distance.
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Figure 5 - Correlation of phase (r) between Hereford and Braford populations for SNP pairs at varying
marker distances

Discussion

Numerous research studies have been conducted to estimate the pattern and
extent of LD in different domestic animal species [10,24,30,31]. Obtained results are
essential for fine-tuning experimental designs to increase GWAS and GS efficiency
and accuracies in studied populations, and can therefore have great impact in realized
rates of genetic progress in economically important traits. Linkage disequilibrium
patterns and scale within and between populations/breeds can be influenced by
several factors such as marker allele frequencies, selection history, population
structure and effective size, marker type and density, as well as which LD measure is
used [11,27,32,33]. Therefore, these factors should be considered when conclusions
are drawn from comparisons between different studies. The choice of r2 [23] to

estimate LD in Hereford and Braford data was based on the parameter’s lower
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sensitivity to variations in allele frequency [33] and sample size [34,35], when
compared to D and D".

Robust ascertainment bias towards informativeness in taurine breeds has been
observed in the 50K panel [36] and has to be considered when interpreting population
genetics inferences based on LD estimates. Using a high density marker panel
(446,985 SNP) and 795 genotyped Nelore steers, Espigolan et al. [37] observed an
overall average r2 of 0.17. Lower mean LD estimates were also reported for Bos indicus
breeds by Villa-Angulo et al. [38] when analyzing a dataset with 31,857 SNP derived
from the 50K panel from 487 animals of seventeen taurine and indicine breeds.
Reports of estimated larger historical effective population sizes for B. indicus breeds
may be representative of differences which occurred during the domestication and
selection processes of B. indicus and B. taurus cattle, and offers a plausible
explanation for the lower LD levels observed in indicine populations [10,39].
Considering an expected average of 3/8 Zebu contribution to Braford breed
composition, the lower average r? observed in this population can be a result of those
differences reported for B. indicus and B. taurus breeds in terms of past effective
population sizes and selection processes during breed formation.

Both studied populations presented an inverse relationship between LD and
inter-marker distances, and this decline of LD as a function of distance agrees with
other studies based on r? estimates in cattle [10,33,37,40]. The Bovine Hap-Map
Consortium [41] reported that, in general, B. indicus breeds had lower r2 values at short
distances and higher r? values at longer distances between markers when compared
to B. taurus breeds. As the extent of LD at short inter-marker distances reflect the
historic effective population size [39], rapid decline in average r? of Braford compared
to the decrease of r?2 in Hereford can be associated to differences in effective
population size of the breeds.

As demonstrated in Figure 4, the effective population size for both breeds has
declined over time as reflection of the historical process of domestication and breed
formation [41]. The Braford Ne trend in the last two generations (Figure 4) could result
of a recent breeders' effort to increase diversity of this population through the
introduction of foreigner lineages formed with Brahman zebu contribution after a local
development essential based on the limited pool of Nelore breed sires, while, on the

other hand, a more restricted use of sires has been observed in latest Hereford
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generations (Lopa TBP, personal communication). Decreases in effective population
sizes has been widely observed within the last ~50 years in different cattle breeds,
mostly due to the advent of artificial insemination which allowed the intense use of
fewer animals and high selection pressures for specific traits [42].

Selection can lead to increased interchromosomal LD heterogeneity [43]. Thus,
higher LD values observed in BTA6 in Brafords and Herefords in comparison to other
chromosomes can be indicative of the presence of QTL affecting traits that have been
under intense selection in both breeds. The absence of a breed x chromosome
interaction effects indicate that even though high levels of interchromosomal LD
heterogeneity were observed, similar trends were observed in Brafords and Herefords,
which is in agreement with the historical selection objectives applied to both breeds.
Moreover, Herefords are expected to have contributed 5/8 of the Braford genome and
both populations analysed in this study have been under selection for the same traits
using a common selection index [19].

Information about chromosome-specific variation in LD levels could be used to
determine optimal marker density required in each chromosome and breed for
generating enough genotypes for performing GWAS and GS studies [34,43]. This
information could be used to design customized marker panels for Hereford and
Braford cattle with different chromosome-specific densities or to choose commercially
available panels that would yield the desired LD levels across the whole genome. For
example, if one considers r2= 0.2 as the target minimal LD between adjacent markers
and chooses the 80K panel for genotyping, BTA6 and BTA10 in Hereford and only
BTAG6 in Braford would above the LD threshold (Figure 3). To reach average r2 > 0.2
in all chromosomes genotyping with 150K is required in Herefords and HD in Brafords.
Alternatively, animals genotyped with panels below the desirable density could be
imputed to higher densities, provided that reference haplotype panels are available for
the respective populations [44].

The across-population, or across-breed, accuracy of GS estimates based on
prediction equations derived from a specific reference population depends basically on
the LD phase persistence across studied populations, which in term reflects their
genetic relationship [45]. Even when high r values are observed across populations, if
a large proportion of SNP are in reversed phase, the result of selection for these

markers will lead to antagonistic responses [14]. Our estimates of phase correlation
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indicated that markers in LD at distances lower than 50Kb in Herefords show similar
levels of LD in Brafords, and a high proportion of these SNP share the same linkage
phase. This high observed r values were expected, since Brafords are composites with
a contribution of 62.5% of the Hereford breed. The correlation of r values between
populations for the same marker pairs proportionally decreases with the extent of
divergence between the populations. To find markers that are in LD with QTL across
diverged breeds, such as Australian Angus and New Zealand Jersey populations, de
Roos et al. [14] concluded that a ~300,000 marker panels would be required. In our
case, due to the genetic similarity of Hereford and Braford breeds, 50K panel data can
be pooled into a single reference population for performing GS and GWAS studies and

results can subsequently be applied to either breed.

Conclusions

Our results indicate that at least 50K and 150K of evenly spaced SNP are
necessary to delineate effective association and genomic selection studies,
respectively in the Hereford and Braford populations analyzed. QTL within SNP
distances < 50Kb are expected to have similar effects in both breeds due to high
persistence of phase and therefore indicate that Hereford and Braford data can be
pooled into a single reference population when GS and GWAS studies are performed

with the above mentioned marker densities.
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Abstract

Background: Infestations on cattle by the tick Boophilus (Rhipicephalus) microplus
impact negatively on animal production systems. The occurrence of genetic variability
for tick counts within and between herds indicates the possibility of genetic progress
by selecting resistant animals and the potential of this tool as a strategy to reduce the
losses caused by the parasitism. The revolution in genotyping technologies and in
quantification of gene expression on a large scale allows to combine the classical
guantitative methodologies of animal breeding and molecular genetics, identifying
genes that affect traits of interest or enabling new possibilities for genetic evaluation
and selection. Genome-wide association studies (GWAS) are useful to investigate the
genetic mechanisms that underlie the resistance by identifying the genes and
metabolic pathways involved. The objective of this work was to identify genomic
regions associated with tick resistance in Hereford and Braford cattle using the single-
step GBLUP procedure, considering two scenarios: S1 (which iterates on SNP weights
and SNP effect) and S2 (in which SNP weight and effects, and also animal effects were
recomputed).

Results: The top 10 windows of 16 adjacent markers with largest fraction of variance
explained 7.28% of additive genetic variance in S1, and 16.65% of variance in S2. A
total of 37 SNP windows explaining above of 20% of genetic variance were observed
in S1, and a total of 14 SNP windows in S2. Some peaks associated with high
proportion of variance were identified as common to S1 and S2. No overlapping was
observed between the top 10 windows of each scenario and previously reported QTL
for tick resistance. Nonetheless, the four top 10 windows common to both scenarios
were mapped close or within genes related to innate immune responses, inflammatory
processes and others pathways.

Conclusions: Despite none of the top 10 SNP windows of S1 or S2 overlapped any
QTL previously described to tick resistance in literature, they provide regions and
genes which are potential candidates to be involved in the expression of tick resistance
for further fine mapping studies. Due to the high complexity of tick resistance
expression, more studies should be developed combining GWAS with other methods
results for a better understanding about genes and pathways involved in the

expression of resistance.
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Background

The current need of auxiliary strategies to bovine tick control has stimulated
researches to find more efficient and viable alternatives for cattle producers, due to
several limitations related to conventional chemical control and others currently
available methods [1]. Genetic resistance of animals have been increasingly studied
as an alternative of Rhipicephalus (Boophilus) microplus control. The genetic variability
for tick counts within and between herds reported by our group [2] and many authors
[3-7] indicates the possibility of genetic progress by selecting resistant animals and the
potential of this tool as a strategy to reduce the losses caused by the parasitism [8].

The recent revolution in genotyping technologies and in quantification of gene
expression on a large scale with the development of chips and DNA arrays allows to
combine the classical quantitative methodologies of animal breeding and molecular
genetics, identifying genes that affect traits of interest or enabling new possibilities for
genetic evaluation and selection [9,10]. For complex traits, as tick resistance, this
scenario represents the possibility to select more accurately resistant animals.

In genomic selection (GS), first reported by Meuwissen et al. [9], the genetic merit
of animals is predicted using information from markers covering the whole genome,
without a precise knowledge about QTL (quantitative trait loci) location or identification
of the functional polymorphism. Genomic selection methods also allow the
identification of genetically superior individuals before the collection of phenotypic data,
accelerating the process of decision and selection and reducing costs [11,12].

In studies of genome-wide associations (GWAS), variations in DNA that are
correlated to a certain phenotype are identified, allowing the detection of regions of
chromosomes responsible for expression of the phenotype and a better understanding
of physiological and biological mechanisms influencing complex traits [13-16]. Different
statistical procedures have been proposed to correlate the genotype of SNP and the
phenotype of interest [9,17-19] and analyzed as a method to increase the accuracy of
markers effects estimates.

The single-step method of genomic BLUP (ssGBLUP) integrates phenotypic,
genotypic and pedigree information, and has been indicated as a simpler and equally
accurate alternative compared to methodologies of multiple steps, especially when

historical data are available for incorporation in association studies [20-23]. Possibility
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of incorporating phenotypes of animals not genotyped in analyzes, lower
computational processing time and greater consistency and accuracy of estimates are
advantages of ssGBLUP cited by some authors [23-26].

In beef cattle, there are still a few studies reporting the use of single-step method
for genomic GBLUP. Using a simulated data of weaning weight for a purebred beef
population, Lourenco et al. [27] related that accuracy gains could be expect for
predictions from ssGBLUP over traditionally BLUP, especially as the number of
genotyped animals increases. For tick resistance, a recent study of Cardoso et al. [2]
determined the accuracy of genomic predictions obtained by different methods in
Hereford and Braford breeds and reported values of moderate to high magnitude in
Braford, and moderate to low accuracy values in Hereford. The objective of this work
was to identify genomic regions associated with tick resistance in Hereford and Braford

cattle using the single-step GBLUP procedure.

Methods

Phenotypic, genotypic and pedigree data

Analysis used the information of one to three tick counts on the whole left body
side of 928 Hereford and 3,435 Braford (breed composition between %2 Hereford + %2
Zebu and % Hereford + ¥4 Zebu) bovines from eight commercial herds belonging to
the Delta G Connection Genetic Improvement Consortium [28]. The counts were
performed between 2010 and 2013, during an extended yearling evaluation period,
with an average animal age of 524 + 65 days.

From the total of 4,363 animals with phenotypic data, 3,545 were genotyped
using lllumina BovineSNP50 BeadChip (lllumina Inc., San Diego, USA), which
contains 54,609 SNP markers, and 131 sires of the data set were also genotyped with
lllumina High-Density Bovine BeadChip Array (lllumina Inc., San Diego, USA),
containing 777,962 SNP. Genotyping and quality control (QC) of the genotypes were
performed using the GenomeStudio software (lllumina Inc. San Diego, CA), according
to manufacturer's protocols. Genotypes with a Gen Call Score < 0.15 were set as
missing genotypes. Pedigree information was composed of 12,050 records, including

base animals with unknown parents.
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Quality control

A quality control was implemented in the R program [29] using the snpStats
package [30], to remove samples with call rate < 0.90, heterozygosity deviation > 3.0
standard deviations, with wrong sex and duplicated. For markers, only the SNP located
on the bovine autosomes (BTA) were considered in further analyses. SNP with call
rate < 0.98, minor allele frequencies (MAF) < 0.03 and highly significant deviation (P <
10%) from Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) were excluded by QC criteria.
Moreover, for SNP in the same position only the one with highest MAF was retained.
The high-density (HD) panel was filtered to select only the SNP also present in the 50K
panel. After editing, a total of 41,045 SNP markers (78%) and 3,586 samples (98%)
remained, including 131 sires, 2,803 Brafords, and 652 Herefords yearling bulls,
steers, and heifers with tick count records. Missing genotypes (0.86%) due to
technology failure or QC editing, and in SNP that are present in the 50K but not in the
HD panel were imputed using FImpute software [31].

Model and analyses
Log-transformed tick counts were analyzed to estimate breeding values with the
ssGBLUP procedure using BLUPf90 family of programs [32], combining phenotypic,

genotypic and pedigree data. The univariate repeated measures model used was

y=lu+Za+2Z,p+e,

where y = vector of observed phenotypes; 1 = vector of ones ; x = general mean; Z =

incidence matrix relating phenotypes to individuals; a = vector of individual animal
effects; p = vector of individual permanent environmental effects; e = vector of

residuals. The (co)variances of a, p and e were assumed as

2 2 2 iy , , :
where 0,, 0, and 0, = additive direct, permanent environmental and the residual

variances, respectively; H = matrix that combines pedigree and genomic information

[21], and its inverse is
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where A = relationship matrix for all animals; A2z = relationship matrix for genotyped
animals; G = genomic relationship matrix [33].

The animals effects of genotyped individuals are a function of SNP effects:

a,=2u,

where Z = incidence matrix of genotypes for each locus, and u = vector of markers
effects. The variance of the animal effects is:

var(a,) = var(Zu) = ZDZ's? =G’ o7 ,

where D = diagonal matrix with weights for variances of SNP (for GBLUP, D =), Gj =

genetic additive variance of SNP when no weights are present, and G*= weighted
genomic relationship matrix.

The (co)variance of animal effects (ag) and SNP effects (u) is

a, ZDz" ZD'| ,
var = o, ,
u DZ° D

and
var(a 2
G* = (2 o) _ vanzu) _ zpz7 % _zpz7'4
O-a Ga O-a

where 1= weighting factor. According to VanRaden et al. [33],

N

B 1

B Z iN:IlZpi (1_ B; ) ,

where M = number of SNP, and pi = allele frequency of the second allele in the i

1=

mqm | Cq

marker. The SNP effect estimates (i) were obtained as a function of the predicted

breeding values, using the formula [34]:

2
%upz'G* 14

u= g

Q

a
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Therefore, the equation for predicting SNP effects which uses weighted
genomic relationship matrix G* corresponds to

i = ADZ'G" 4, =Dz'[zDZ'] '4,.

Estimates of SNP effects were used to estimate individual variance of each SNP
effect, as described by Zhang et al. [35]:

OAf,i = Ljizzpi (1_ pi)'

Considering t as an iteration number and i as the i" SNP, the vector iand the

matrix D were iteratively recomputed using the following algorithm [23]:

*

1.t =0, Dy = I;G(t)

=2ZDZ' 4.
2. Compute ég by ssGBLUP.

~ . 1~ Kol
3. Calculate 4, = 1D ,Z'G "4, -

*

4. Calculate d;  =U 2p, (1-p;)for all i [35].
tr(D

5. Normalize Dy, :—( :’)) D(’fﬂ).
tr‘(D(t+1))

6. Calculate Gj,, = ZD,,Z' 1 .

(t+1)
7. t=t+1.
8. Exit, or loop to step 2 or 3.

In scenario 1 (S1, looping to step 3), the revised G™is applied only for the

prediction of SNP effects. In scenario 2 (S2, looping to step 2), both animal and SNP
effects are recomputed during iterations. The algorithm was run over three iterations
[26]. Analyses were performed using the BLUPF90 family programs [32] modified to

account for genomic information [21].

QTL mapping
To identify potentially important genomic regions affecting tick resistance, the
percentage of genetic variance explained by consecutive and non-overlapping

windows of 16 markers were analyzed. This length of windows was chosen in order to
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compare our results with those obtained by Sollero et al. [36] in a parallel study with
the same dataset, in which genomic segments of 1 Mb (containing on average ~16
SNP) were associated with tick resistance by Bayesian methods. Even tough there is
an option to use 1 Mb windows through the programs used in our methodology, the
definition of such windows and choice of starting point was unclear and inconsistent
between runs; therefore, we opted a window definition base on a fixed number of
markers, that is with 16 SNP.

The top 10 windows with largest proportion of variance in each scenario were
submitted to the database available in the "National Center for Biotechnology
Information”, to inspect QTLs in the same genomic regions in the Animal QTL database
[37], using physical map order derived from bovine genome assembly UMD 3.1 [38].
The Map Viewer tool was used to search for candidate genes within the top 10 windows
with largest variance and in common to S1 and S2. The presence of QTL and genes
in the neighboring windows (1 Mb to the right and 1 Mb to the left in map) was also
examined. Biological function and pathways in which genes within these regions are
involved were investigated using the softwares “Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery” (DAVID) [39] and “Gene Ontology” (GO) [40].

Results

To verify the occurrence of association between genomic regions with QTLS,
2,578 non-overlapping windows were generated. In order to use the information of all
the 41,045 SNP available after quality control, 27 windows located in the final region

of almost all chromosomes contained less than 16 SNP (Table 1).

Table 1 — Windows with less than 16 SNP generated from the 41,045 markers available after quality
control

n SNP! Local of occurrence (Chr_Mb)? n SNP Local of occurrence (Chr_Mb)
1 23 52 8 13 83,16 _80

2 1 158,3 121 10 19 63,21 70

3 9 105 11 14 84,17 74,24 61,26 51
4 18 65,25 42,29 50 12 2 136,15 84

5 27 _45 13 28 45

6 8_113 15 4 119,6_118,10_103, 12_90
7 7 112,11 106,20 71

INumber of SNP in window; 2Chr = chromosome; Mb = start position (Mb) of window within the
chromosome.
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Figure 1 shows Manhattan plots from genetic variance explained by SNP
windows in S1 and S2 after 1, 2 and 3 iterations. In both scenarios, iterations increased
weights of SNP with large effects and decrease those with small effects. Please note
that plots of first iteration are always identical for S1 and S2. In third iteration, some
regions with great influence on tick resistance were detected in both scenarios,
especially in BTA6, BTA8 and BTA13 in S1 (Figure 1C), and in BTA5, BTA6, BTA13
and BTA15 in S2 (Figure 1E).
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Figure 1 - Manhattan plots for percentage of additive genetic variance explained by 16 SNP windows
for tick resistance obtained by ssGBLUP/S1 after the first (1A), second (1B) and third (1C) iteration, and
by ssGBLUP/S2 after the first (1D), second (1B) and third (1F) iteration. The x-axis represents location
of 16 SNP window. The y-axis represents the proportion of variance of 2,578 SNP windows.

Figure 2 present Manhattan plots with SNP effects solutions obtained in S1 and

S2 after 1, 2 and 3 iterations. Similarly to Figure 1, the peaks associated with the
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largest effect of SNP become more distinct as the iterations progresses. Nevertheless,
graphs with SNP effects were noisier than plots with windows of SNP (Figure 1), in

both scenarios and after all iterations.
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Figure 2 - Manhattan plots for SNP effects solutions for tick resistance obtained by ssGBLUP/S1 after
the first (2A), second (2B) and third (2C) iteration, and by ssGBLUP/S2 after the first (2D), second (2E)
and third (2F) iteration. The x-axis represents SNP location. The y-axis represents the solutions effects
of 41,045 SNP.

The proportion of additive genetic variance in tick resistance explained by the
top 10 SNP windows was equal to 7.28% in S1 and to 16.65% in S2, considering three
iterations (Table 2). In S1, only one window explaining above of 1% (1.14%) of variance
for tick resistance was observed. In contrast for S2, 13 SNP windows explaining above
of 1% of variance for tick resistance were observed. The proportion of genetic variance
jointly explained by these windows was equal to 19.72%.
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Table 2 - Top 20 windows explaining the highest proportion of additive genetic variance for tick
resistance obtained by S1 (iterates on SNP weights and SNP effects) and S2 (iterates on SNP weights
and SNP and animal effects) in the third iteration

s1 s2
Obs mulativ mulativ
Chr Mb! | Var (9%)2 o g | chr_Mb Var (%) o o

1 648 114 1.14 15 36 2.80 2.80
2 13 13 0.83 1.97 6 48 2.17 4.97
3 8 107 0.81 2.78 5 13 1.91 6.88
4 430 0.71 3.49 13 70 1.87 8.74
5 2 131 0.66 4.15 22 52 1.58 10.33
6 10 51 0.65 4.8 20 17 1.42 11.74
7 21 64 0.64 5.44 11100 1.33 13.07
8 5 29 0.62 6.06 13 13 1.29 14.36
9 20_17 0.62 6.68 16 38 1.19 15.55
10 15 36 0.6 7.28 9 22 1.09 16.65
11 10 85 0.58 7.85 12 1.03 17.68
12 20 59 0.57 8.42 29 48 1.03 18.71
13 2 53 0.57 9.0 10 51 1.03 19.73
14 6_89 0.54 9.54 5 88 0.99 20.73
15 11 100 0.52 10.06 14 53 0.97 21.70
16 3 30 0.52 10.58 16 16 0.96 22.66
17 22 58 0.5 11.08 3 30 0.96 23.62
18 6_64 0.49 11.57 9 72 0.96 24.58
19 5 14 0.49 12.06 652 0.94 25.52
20 3 30 0.49 12.58 4102 0.90 26.42

1Chr = chromosome; Mb = start position (Mb) of window within the chromosome; 2Var = additive genetic
variance explained by the 16 SNP window

Among the top 10 windows in S1, there were four windows in common with S2
(6_48, 13 13, 15 36 and 20_17). These regions explained 3.19% of the additive
genetic variance in S1, and 7.67% of the variance in S2. Among the top 10 windows in
S1 or S2, there where, respectively, five and six regions in common with the top 10
windows described by Sollero et al. [36]. For S1, regions in commonwere 6_48,13 13,
10 51, 15 36 and 20_17. For S2, regions in common were 5 13, 6 48, 11 100,
13 13, 15 36 and 20 _17. Sollero et al. [36] reported that their top 10 windows
explained 8.95% of the variance for tick resistance.

No overlapping was observed between top 10 windows and QTLs previously
related to tick resistance, according to QTL database. Considering the ranking
windows detected in both scenarios of ssGBLUP, we observed that Window 6_48 was
related to QTLs for shear force [41] and clinical mastitis [42], and neighbored a QTL
for fatty acid content in meat [43]. Window 13 13 was related to QTL for susceptibility
to infectious bovine keratoconjunctivitis [44], and was found neighboring QTLs for
calving index and stillbirth maternal [45]. Region 15_36 was related to QTLs for shear
force [41], body weight and Longissimus dorsi muscle area [46]. Window 20_17 was



88

related to QTLs for heat tolerance [47], shear force [41], Longissimus dorsi muscle
area [14,48], fat thickness at the 12™ rib and intramuscular fat [48]. This region on
BTA20 also neighbored QTLs for coat texture [49] and calf size and calving index
[45,50].

A total of 19 genes and pseudo-genes were detected within the four top 10
windows common to both ssGBLUP scenarios (Table 3), and 56 genes and pseudo-
genes were identified neighboring (1 Mb to the left and right) these four top 10 windows
(Table 4).

Table 3 - Annotated genes within the four windows ranked as top 10 for both scenarios S1 (iterates on
SNP weights and SNP effects) and S2 (iterates on SNP weights and SNP and animal effects)

Chr_Mb!? N2 Genes®
6_48 0 -
13 13 3 LOC104973710, LOC1049737101, VAMP7
SOX6, LOC104974233, LOC1049742334, LOC1049742335, TRNAW-
15 36 CCA
LOC104975232, LOC104975230, ZSWIM6, MIR2889, LOC101909218,
20 17 11 LOC104975233, LOC100301415, NDUFAF2, LOC101907741,
NDUFAF2, ERCC8

1Chr = chromosome; Mb = start position (Mb) of window within the chromosome; 2N = number of genes
within the window; 3Genes = NCBI symbol of annotated genes in genome using the Bos taurus UMD3.1
assembly.

Table 4 - Annotated genes neighboring (1 Mb to left and right) the four windows ranked as top 10 for
both scenarios S1 (iterates on SNP weights and SNP effects) and S2 (iterates on SNP weights and SNP
and animal effects)

Chr_Mb!? \E Genes®
6 47/ 6_49 4 TRNAS-GGA, LOC100298058, STIM2, LOC101908348

LOC519069, LOC104973713, LOC104973714, ECHDC3,
13 12/13 14 |11 LOC104973712, LOC101907356, USPG6NL, LOC104973708,

LOC104973709, CELF2, MIR7861

LOC104974236, LOC104974237, INSC, CT, CALCA, TRNAY-GUA,
LOC104974254, CALCB, LOC784945, CYP2R1, LOC104974238,
PDE3B, TRNAC-GCA, PIK3C2A, LOC101904314, RPS13, PLEKHA?,
C15H110rf58, LOC101904740, SOX6

ERCCS8, ELOVL7, LOC100295294, LOC104975234,

DEPDC1B, LOC104975237, LOC100848933, PDE4D, LOC101903569,
20_16/20_18 | 21 LOC101904484, LOC101907219, IPO11, DIMT1, KIF2A, TRNAR-GCG,
LOC101907266, LOC104975229, TRNAG-CCC, LOC104975232,
LOC781741, LOC104975231

1Chr = chromosome; Mb = start position (Mb) of window within the chromosome; 2N = number of genes
neighboring the window; 3Genes = NCBI symbol of annotated genes in genome using the Bos taurus
UMD3.1 assembly.
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Functional enrichment of these genes resulted in the identification of pathways
related to innate immune system, e.g., involved in the transport of proteins from
endosome to lysosome, in exocytosis of mediators during eosinophil and neutrophil
degranulation and targeting cell killing by natural killer cells. Genes within or
neighboring these top windows also were found to be related to biological process as
regulation of cellular response to stress, cell activation in response to an activating
factor (such as a cellular or soluble ligand), vascular processes in circulatory system,
regulation of calcium concentrations in the cytosol and endoplasmic reticulum,
metabolism of insulin, cell receptor signaling. Genes producing regulatory proteins
involved in the synthesis of cholesterol, steroids and other lipids, and in molecular
functions, as in oxidation-reduction reactions and as cellular components, being

integral components of membrane, were also observed.

Discussion

Considering the polygenic nature of tick resistance [5], it is not expected that a
few regions of genome would be responsible for capturing large proportion of the
variance attributed the expression of the phenotypes. Therefore, it makes no sense
greatly increase the number of iterations to obtain windows with higher variance. After
each round, weights of SNP with large effects are increase and those with small effects
are decrease, in both scenarios (Figures 1 and 2). As a result, solutions in later rounds
will be more similar to those expected from an oligogenic trait [26]. In fact, some
authors reported that the excessive weights on SNP effects in later iterations were
related to decreases of accuracies in QTL detection, and that a few iterations is
sufficient to provide the most accurate identification of the top QTLs [23,51]. Wang et
al. [26] indicated that three iterations are sufficient to shrink toward zero the effect of
supposedly unimportant markers.

Due to the high ratio between the number of SNP and the number of genotyped
individuals, the plots of association between phenotypes and the variance explained
by SNP (Figure 2) were noisier than graphs with solutions for variance of windows of
SNP (Figure 1). The use of single markers was also pointed as suboptimal manner to
identify accurately QTLs [18,23,51,52]. According to Villumsen et al. [53], depending
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on the marker density and levels of linkage disequilibrium in the population, there
should be an optimal haplotype length to be use as a better predictor of its neighboring
QTL. Goddard (2009) related that the effective population size of population may
influence this optimal window size.

Despite some difference in the window definition (respectively, 16 SNP and 1
Mb segments), we observed a relative concordance in the ranking of the top 10
windows obtained by ssGBLUP (our S1 and S2) and BayesB [36] methods applied to
this tick count dataset. These findings are in agreement with those reported by Wang
et al. [26], comparing ssGBLUP/S1, ssGBLUP/S2, single-marker model (CGWAS),
and BayesB for GWAS in a broiler chicken data. Investigating with 20 SNP windows
and using three iterations in single-step GBLUP, they reported that in ssGBLUP/S1,
there were 2, 4, and 6 windows in common, respectively, with ssGBLUP/S2, CGWAS,
and BayesB. For the top 10 windows in BayesB, there were 6, 1, and 3 in common,
respectively, with ssGBLUP/S1, ssGBLUP/S2 and CGWAS [26].

Although the ranking of top regions was similar between our results and those
obtained by Sollero et al. [36], we observed that the proportion of genetic variance
explained by top windows in ssGBLUP/S1 and BayesB (7.28% and 8.95%,
respectively) were considerably less than the variance captured by the top windows in
ssGBLUP/S2 (16.65%). These results contradicted the statement of Wang et al. [26],
saying that it is always expected a greater proportion of genetic variance assigned by
BayesB to SNP effects in any GWAS comparison. In their study with broiler chickens,
the variances explained by top 10 windows with 20 SNP in ssGBLUP/S1, ssGBLUP/S2
and BayesB were, respectively, 8.95%, 15.18% and 33.26%.

The ssGBLUP/S1 method for genome association studies seemed to be more
useful compared with CGWAS and BayesB methodologies in the situations where a
large number of phenotyped animals are not genotyped, and obtaining deregressed
proofs is difficult or impossible [26]. Studies with simulated data using ssGBLUP [23]
and of a similar GBLUP method [54,55] showed that ssGBLUP/S1 was more
appropriate for identification of SNP markers with largest effects, while ssGBLUP/S2
was suitable for more accurate estimation of genomic breeding values. It is important
to note that when studies to compare different methods for GWAS are conducted with
real data, the true values are unknown, so it is not possible to indicate which

methodology is most accurate [26]. One reason for the disagreement between results
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of simulated and real data could be that the genetic architecture of simulations is
significantly different from what is found in real populations [56].

According to Wang et al. [23], the possibility to incorporate phenotypes of
ungenotyped animals without computing pseudo-data may be the main advantage of
ssGBLUP for GWAS. Moreover, comparing the results of application of ssGBLUP,
BayesB and CGWAS, the authors also reported that sSSGBLUP methods were faster,
more accurate and easier to implement for GWAS applications. On the other hand, the
absence of a methodology for testing the significance of SNP effects in ssGBLUP is a
weakness of this method [26]. Hence, there is a need for more research to be done to
determine the level of significance in ssGBLUP/S1 or ssGBLUP/S2.

The polygenic architecture of the analysed trait is considered by GBLUP
methods to the construction of the G matrix, where information of all SNP is included.
Bayesian methods, conversely, often assume that a reduced number of SNP explains
the genetic variance, among which some have a small or no effect [57,58]. In analysis
of traits controlled by a few genes, the polygenic model assumption could be a
disadvantage, because the number of QTLs is smaller than the number of effective
independent chromosomal segments [59]. In these cases, Bayesian inferences can be
more adequate than the GBLUP method [56]. A disadvantage of Bayesian inference
in association studies may be that the use of priors values, which determine the
shrinkage on SNP effect estimates and dominate the inference in analysis with a large
number of marker effects to estimate but few observations available [60,61]. Moreover,
typically Bayesian procedures perform inferences via Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) algorithm, which have as disadvantage the computing time required for
parameters estimation [62].

Even no overlapping was observed between our regions with highest genetic
variance and the QTLs described in literature, it is important to note that tick resistance
has few regions registered in cattle QTL database and no major gene detected [5,63-
65]. Factors such as experimental design, genetic composition of populations, season
of evaluation of phenotypes, and type of genetic markers used were reported as
possible reasons for differences between studies [66]. The nineteen QTLs described
were identified on chromosomes 2, 3, 5, 7, 10, 11, 14, 23 and 27 [5,63-65]. Using chips
of 10K to genotype animals of six composed dairy breeds, several genomic regions

were identified in diverse chromosomes by Barendse [67] and Turner et al. [68]. Porto
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Neto et al. [69] used meta-analysis to combine results of GWAS [67,68] and gene
expression [70] for tick resistance, and confirmed overlapping of significant regions on
BTAs 2, 3, 10, 13 and 19.

Genes involved in the expression of tick resistance in bovines are far from
clarified, and many studies have been developed to elucidate questions related to the
innate [4,71-73] and acquired immunity [74-77]. Our results demonstrated that immune
related pathways were associated with tick resistance, as many others pathways,
reinforcing the idea that the host resistance is consequence of diverse physiological
mechanisms. The method of single-step GBLUP for GWAS provided a general
framework that can be explored in order to investigate the genetic architecture of
resistance. A better knowledge of the molecular basis of complex traits can generate
new opportunities for effectiveness genomic and marker-assisted selection process,

leading to economic benefits to the beef production industry.

Conclusions

In the present genome-wide association study, we associated genetic variance
of SNP windows to cattle tick resistance in two scenarios of single-step GBLUP for
GWAS. Some peaks associated with high proportion of variance were identified as
common to ssGBLUP/S1 and ssGBLUP/S2, and also to top regions reported by a
parallel study of GWAS using BayesB method in the same data. Despite, none of the
top 10 SNP windows of ssGBLUP/S1 or ssGBLUP/S2 overllaped any QTL previously
described to tick resistance in literature, they provide candidate regions and candidate
genes for further fine mapping studies. These windows were mapped within or near
genes related to diverse pathways, including innate immune response pathways. Due
to the high complexity of tick resistance expression, more studies should be developed
combining GWAS with other methods results (e.g. gene expression) for a better
understanding about genes and pathways involved in the expression of resistance.
Finally, GWAS results should be carefully interpreted, and potential causative effects
should be previously validated in further assays considering similar population

structure, before effective marker assisted selection processes can be implemented.
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7 Consideragdes Finais

O desenvolvimento de tecnologias moleculares que permitem acessar e coletar
informacgdes diretamente do genoma dos animais, fornecendo assim uma fonte de
informacdo adicional para incorporacdo em avaliacbes genéticas, representa uma
promissora oportunidade para otimizar 0s progressos genéticos obtidos em
programas de melhoramento animal. Ainda que os atuais custos de genotipagem nao
permitam sua aplicacdo em larga escala nos rebanhos, diversos trabalhos conduzidos
no Brasil e no mundo tém se empenhado em apresentar alternativas que tornem mais
acessivel a implementacéo de estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) e de
selecéo gendbmica.

Resultados de pesquisas com dados reais e simulados tém revelado o grande
potencial da gendmica para aumentar a eficiéncia de programas de melhoramento,
sendo apontados ganhos em termos de aumento de acuracias de estimativas de
parametros genéticos e possibilidade de diminuir o intervalo entre geragdes, o que
impacta diretamente em maiores ganhos genéticos obtidos em processos de selecéo.
A medida que estas novas tecnologias se tornam mais acessiveis financeiramente
com a reducéo progressiva dos custos de genotipagem, as metodologias estatisticas
utilizadas para estimacao de efeitos dos marcadores também devem se adaptar, para
comportar o aumento exponencial de dados gerados.

A tecnologia dos marcadores moleculares tem sem mostrado Gtil também para
a caraterizacao da variabilidade genética de individuos e/ou populacdes e para melhor
compreensao das bases biologicas envolvidas na expressado das caracteristicas de
interesse. Os estudos de diversidade genética sao tradicionalmente baseados em
informacOes de genealogia, e a genbmica surge como estratégia para facilitar a
manutencdo da variabilidade genética nos rebanhos, possibilitando um melhor
gerenciamento e controle sobre os niveis de endogamia, e para fornecer maior

conhecimento sobre as reais semelhancgas genéticas entre individuos.
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A integracédo das tecnologias gendmicas nas abordagens classicas de genética
guantitativa aplicadas no melhoramento representa uma verdadeira revolugcdo na
capacidade de predicdo do mérito genético dos individuos e nas possibilidades de
maximizar 0S progressos genéticos obtidos pelos programas de melhoramento
animal. E importante que, a medida que as novas tecnologias se tornem mais
acessiveis, os produtores se familiarizem com os conceitos relacionados ao uso da
gendmica, e que compreendam quais 0s possiveis impactos de sua aplicacdo no seu
sistema de producao, lembrando que o sucesso do melhoramento genético como
estratégia de diferenciacdo deve estar sintonizado com as demandas do mercado
consumidor. O pleno entendimento sobre como as ferramentas disponiveis atuam
permite o correto uso destas, e facilita a identificacdo de possibilidades de otimizacéo
na aplicacdo das estratégias genémicas, com vistas a garantir um bom retorno
financeiro sobre o investimento.

Os progressos observados na area da biologia molecular acompanham o
crescente interesse de pesquisadores em investigar e desenvolver novas tecnologias
capazes de auxiliar o produtor no processo de controle do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. A elucidacdo dos genes envolvidos na expressdo da
resisténcia de bovinos ao carrapato constitui um grande desafio, devido a
complexidade de sua natureza. O entendimento da arquitetura genética desta
caracteristica (quantos e quais genes afetam sua expresséo, e como estes genes se
relacionam neste processo) pode contribuir para a descoberta de marcadores
moleculares associados a resisténcia, que possibilitardo a selecdo mais acurada de
individuos resistentes. Além disso, resultados gerados em termos de genes
relacionados a resisténcia podem ser Uteis também para pesquisas que investigam
outros métodos de controle dos carrapatos, como o desenvolvimento de antigenos
para producdo de vacinas mais eficientes. O aumento da resisténcia genética de
bovinos assistido pelas tecnologias gendmicas e o aprimoramento dos métodos
imunoldgicos de controle do carrapato perfazem a combinagdo mais promissora para
minimizar a dependéncia aos tratamentos quimicos e 0s demais prejuizos

ocasionados pelo parasitismo nos rebanhos.
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