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Analise de associagcao gendémica
ampla baseada em conjunto de genes:
implementagcao em R

Aline Taise Guerreiro®
Roberto Hiroshi Higa?

Variagdes genéticas presentes em uma populagdo podem estar associadas
a muitas caracteristicas como susceptibilidade a doengas em humanos
(ex: diabetes, cancer, e doencgas psiquiatricas). Atualmente, tecnologias
de genotipagem de baixo custo, baseadas em marcadores moleculares do
tipo polimorfismo de base unica Single Nucleotide Polymorphism (SNP) s&o
utilizados para identificar variagdes desse tipo associadas com doencgas.
Tais estudos, sdo denominados, estudos de associagdo gendmica ampla,
Genome Wide Association Studies (GWAS). No caso de espécies de inte-
resse agropecuario, essas variagdes genéticas estéo relacionadas a carac-
teristicas que podem impactar ganhos de qualidade e producéo. Portanto, é
de extrema importancia a utilizagdo de novos métodos computacionais para
identificacao desses marcadores, ja que isto pode contribuir para a sele¢ao
de individuos superiores, considerando os tragos fenotipicos de interesse
em espécies animais utilizadas em programas de melhoramento coordena-
dos pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).

Uma das estratégias para GWAS, ainda nao explorada pela Embrapa, é a
analise de enriquecimento de conjuntos de genes com fungao bioldgica si-
milar. Originalmente, proposto no contexto de analise de expressao génica,
a analise de enriquecimento de um conjunto de genes Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA), € um método que analisa conjuntos de genes que compar-
tilham a mesma fungéo bioldgica, localizagdo cromossémica ou via regula-
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téria , procurando identificar aqueles que apresentam diferencas de expres-
séo entre as situacdes analisadas, apesar dos genes individualmente n&o
apresentarem diferencas de expressao altamente significativas (CURTIS
et al., 2005; SUBRAMANIAN et al., 2005). O objetivo deste trabalho é a
criagdo de um pacote R (R CORE TEAM, 2014) que implemente quatro
diferentes métodos de GSEA no contexto de GWAS, considerando adapta-
¢des para aplicagdo em espécies animais de interesse para a agricultura.
Os métodos implementados foram: a) GSEA-SNP (HOLDEN et al., 2008);
b) SRT (O’'DUSHLAINE et al., 2009); c) twoStage-RF (CHANG et al., 2008);
c) twoStage-RF; d) modelado por modelo linear misto (WANG et al., 2011).

O método GSEA-SNP é uma adaptagao do método GSEA para o contexto
de GWAS, onde o pressuposto é que um fenétipo esta associado a variagcoes
em genes que compartilham a mesma fungao bioldgica, via de regulagdo ou
localizagdo cromossdmica. Da mesma forma, a ideia é identificar vias (con-
juntos de SNPs) associadas com o fenétipo de interesse, apesar de o nivel
de significancia ao se analisar a associagao de cada SNP individualmente
nao ser tdo alto. O teste da razdo de SNPs, em inglés SNP Ratio Test (SRT),
compara a propor¢gdo de SNPs considerados significativos com o total de
SNPs nos genes pertencentes a uma determinada via de regulagao, cro-
mossomo ou fungao biolégica. Um p-valor empirico € utilizado para testar a
hipétese de que vias altamente associados com o fenétipo sao enriquecidos
em SNPs significativos. Ja a metodologia twoStage-RF, que utiliza Florestas
Aleatdrias, em inglés Random Forest (RF), aborda o problema por meio de
analise discriminante, onde na analise de cada conjunto de genes, os SNPs
s&o utilizados como uma variavel preditora e o fenotipo como uma variavel
resposta. Por fim, 0 mesmo problema é abordado por modelos lineares mis-
tos (MLM, na sigla em inglés Mixed Linear Model), sendo a associacao de
um conjunto de genes modelada como o efeito fixo no modelo linear. O teste
de associagéo para um conjunto de genes consiste em testar se este efeito
fixo é diferente de zero.

Os quatro métodos mencionados foram implementados utilizando a lin-
guagem R e o ambiente Rstudio e, no momento, encontram-se em fase de
testes e organizagéo na forma de um pacote R, enquanto que para manipu-
lagdo dos dados de gendtipos foi utilizado o pacote R snpStats. Além disso,
foram considerados duas categorias de conjuntos de genes, um baseado no
banco de dados e vias biologicas KEGG (KANEHISA et al., 2014) e o outro
baseado em anotagdes funcionais GO (ASHBURNER et al., 2000) . Essas
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categorias foram utilizadas para os testes durante a implementagdo dos
métodos. Tanto para a implementacdo do método GSEA-SNP, quanto para
a do método SRT nao foram utilizados pacotes especificos do R. Em ambos
os casos foram criadas fungbes R para calculo das estatisticas utilizadas
pelo métodos Kolmogorov-Smirnov e SRT, e obtengédo dos p-valores. Para
implementacdo do método twoStage-RF utilizou-se o pacote R randomFo-
rest, que calcula a associagédo dos conjuntos de genes com o fenétipo com
base em arvores aleatdrias. Finalmente, no caso da implementagdo do
método baseado em modelo linear misto, utilizou-se o pacote R nime para
ajuste do modelo linear e o pacote locfdr para estimagéo dos parédmetros de
associagao.

Os trabalhos futuros incluem a finalizagao dos testes com dados simulados,
a documentagao dos scripts desenvolvidos e sua organizagdo como um
pacote R.
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