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I
PROSPECCAO DE ASSINATURAS DE SELECAO EM REGIOES DE QTL

ASSOCIADAS COM CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS EM
NOVILHAS NELORE

RESUMO - Caracteristicas reprodutivas, como a ocorréncia de
prenhez precoce, sS40 mais importantes economicamente ao comparar-se
com as caracteristicas de crescimento. Desta forma, o aumento da taxa de
fertilidade e emprego de animais geneticamente superiores € determinante
no progresso da produtividade nas fazendas comerciais de producéo de
carne bovina. A selecdo modifica as frequéncias alélicas de uma populacéo
ao transmitir as variantes génicas mais interessantes. Considerando o
desequilibrio de ligacéo, alguns locos adjacentes as mutacfes favoraveis
sao transmitidos ao longo das geragbes. Estes sdo conhecidos como
assinaturas de selecdo e podem ser identificados com o uso de “chips” de
SNP e metodologias estatisticas adequadas. Com o objetivo de identificar
assinaturas de selecdo recentes em QTL previamente mapeados para
caracteristicas reprodutivas de fémeas bovinas ligadas a precocidade
sexual, foram genotipadas 2.035 fémeas da ragca Nelore (Bos taurus
indicus) com o chip “lllumina BovineHD BeadChip”. Posteriormente foi
inferida a fase de ligacdo dos SNPs e a reconstrucdo dos haplétipos. A
deteccdo de assinaturas de selecéo foi realizada por meio da aplicagéo da
metodologia “Relative Extended Haplotype Homozygosity” (REHH). A
identificagdo de genes que contribuem para a importancia da caracteristica
nestas regides foi feita com a ferramenta Map Viewer do “National Center
for Biotechnology Information”- NCBI e GBrowse carregada com 0 genoma
bovino versdo UMD 3.1. Foram detectadas 2.756 regibes nucleo, com
tamanho médio 27,6 + 29,1 Kb, abrangendo 70,1 Mb dos 25 cromossomos
estudados. Dos SNPs utilizados, 17.312 participaram da formacdo das
regides nucleo, com o minimo de 10 no BTA27 e o0 maximo de 20 SNPs
nos cromossomos 1, 3-7, 9-15,18-21, e 23-24. Foram identificadas 40
assinaturas de selecao recentes com diferentes niveis de significancia e 56
genes A maioria dos genes localizados nas regibes de assinaturas de
selecdo tem relacdo com os processos biologicos de metabolismo
mitocondrial, desenvolvimento péds-embriondrio, regulagdo da taxa de
ovulacdo e fertilidade, resposta imune, metabolismo de triglicerideo,
proliferacdo celular e neurdnios receptores olfativos. A investigacdo de
mecanismos regulatorios da expressdao dos genes associados aos
processos biolégicos descritos pode oferecer conhecimentos sobre o0s
mecanismos moleculares que afetam a caracteristica ocorréncias de
prenhez precoce, na raca Nelore.

Palavras chave: desequilibrio de ligacdo, genotipagem, REHH,
reproducédo, SNPs



PROSPECTION OF SELECTION SIGNATURES IN QTL REGIONS
ASSOCIATED TO REPRODUCTIVE FEATURES IN NELORE HEIFERS

ABSTRACT - Some reproductive traits such as early pregnancy are
more profitable than those related to growth. Increasing fertility rate and
using genetically superior animals are crucial in productivity of meat
commercial farms. Artificial selection modifies allele frequencies of a cattle
population by transmitting the most significant gene variants. Considering
linkage disequilibrium, some loci adjacent to favorable mutations are
transmitted across generations. Known as signatures of selection, such
locations can be identified by the SNP chips, and appropriate statistical
methods. To determine recent selection signature in quantitative trait loci
(QTL) previously mapped for reproductive cow features linked to sexual
precocity, 2,035 Nelore (Bos taurus indicus) females were genotyped by
lllumina Bovine chip. After, inferring the connection phase of SNPs allowed
haplotype reconstruction. Selection signatures were detected by Relative
Extended Haplotype Homozygosity (REHH) method. Genes supposedly
important were recognized by Map Viewer from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI), and also through a loaded GBrowse with
bovine genome UMD, version 3.1. A total of 2,756 core regions were
detected, with an average size of 27.6 £ 29.1 Kb, covering 70.1 Mb of 25
chromosomes. 17,312 SNPs are involved in the formation of core regions
with at least 10 on BTA27, and a maximum of 20 SNPs on 1, 3-7, 9-15, 18-
21, and 23-24 chromosomes. We identify 40 possible recent selection
signatures, with different levels of significance, and 56 positional candidate
genes. Most of genes located in selection signature regions are related to
biological processes of mitochondrial metabolism, post-embryonic
development, ovulation rate regulation and fertility, immune response,
triglyceride metabolism, cell proliferation, and olfactory receptor neurons.
The investigation of regulatory mechanisms of gene expression associated
with biological processes described can provide knowledge on the
molecular mechanisms affecting characteristic of early pregnancy
occurrences in Nellore.

Keywords: genotyping, linkage disequilibrium, REHH, reproduction, SNPs
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1. INTRODUCAO

A producéo de bovinos de corte € a atividade econdémica que ocupa a
maior extensao de terras no Brasil, com rebanho composto por mais de 200
milhbes de cabecas (MAPA, 2015), sendo 80% constituido de animais
zebuinos ou cruzados com zebu, dos quais a raca Nelore representa em
torno de 90% (ABIEC, 2015). Nelore € a raca de maior importancia no
sistema brasileiro de producdo de carne devido as caracteristicas como
adaptabilidade ao ambiente tropical, resisténcia aos parasitas e rusticidade,
embora ainda apresente baixos indices reprodutivos e produtivos (SILVA,
2008; ASSUMPCAO et al., 2013).

A fertilidade é uma caracteristica que apresenta muitos componentes
e estagios (ciclo estral) que requerem que machos e fémeas sejam
funcionalmente capazes de conduzirem todas as fases criticas para que
cada ciclo reprodutivo seja completado (FOOTE, 2003). A selecdo direta
para fertilidade €&, muitas vezes, dificii de ser aplicada, o que torna
importante identificar caracteristicas reprodutivas que sejam de facil
mensuracdo e que apresentem variabilidade genética. Neste sentido, a
ocorréncia de prenhez precoce e a idade a puberdade podem ser
consideradas caracteristicas de importancia econdmica e,
consequentemente, devem receber maior atencdo por parte dos criadores
de gado, pois apresentam estimativas de herdabilidade que respondem a
selecdo (FERNANDEZ et al., 2014).

Caracteristicas reprodutivas, como habilidade de permanéncia no
rebanho e ocorréncia de prenhez precoce (OPP), sédo até treze vezes mais
importantes economicamente que as caracteristicas de crescimento
(BRUMATTI et al., 2011). Desta forma, o aumento da taxa de fertilidade e
emprego de animais geneticamente selecionados sao determinantes no
progresso da produtividade nos rebanhos comerciais de producéo de carne
bovina em ambientes tropicais e subtropicais (BURNS; FORDYCE;
HOLROYD, 2010; SILVA et al.,, 2012). Segundo Teixeira, Albuquerque e
Fries (2002), novilhas precoces que emprenham em torno dos 15 meses de



idade aumentam os rendimentos na receita bruta em 33,4% em relacédo as
novilhas gestantes aos 27 meses.

Uma maneira de se detectar precocidade sexual, e
consequentemente, eficiéncia reprodutiva de fémeas, é expor ao
acasalamento as novilhas precocemente. As fémeas avaliadas por meio de
idade a puberdade possuem uma das informacfes mais confidveis quando
se deseja elevar a eficiéncia reprodutiva do rebanho (MARSON, 2005). Esta
pratica de manejo ndo prejudica o desempenho reprodutivo futuro dos
animais, desde que o manejo nutricional, sanitario e reprodutivo durante
esse periodo sejam adequados (COSTA, 2013). Outro modo de deteccédo da
precocidade sexual € por meio de marcadores moleculares.

Um dos principais objetivos da aplicacdo da genética molecular e do
uso da bioinformatica no melhoramento animal esta na identificacdo de
regides cromossdmicas que influenciam a expressdo de caracteristicas
quantitativas de importancia econdmica (“Quantitative Trait Loci” — QTL), e
0s genes relacionados a elas. Uma estratégia para a identificacdo e
mapeamento de QTL é a utilizacdo do desequilibrio de ligacdo (“Linkage
Disequilibrium” — LD) na populacdo, a partir da associacdo existente entre
alelos do SNPs e do QTL, o qual é consequéncia da proximidade fisica entre
ambos e de os efeitos intergénicos (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD,
2002; QANBARI et al., 2010; ESPIGOLAN et al., 2013; PEREZ O'BRIEN et
al., 2014a).

O desenvolvimento de métodos automatizados para o0
sequenciamento do DNA em larga escala, permitiu estudar o genoma de
muitas espécies de interesse zootécnico e de muitos individuos dessas
espécies, produzindo enorme volume de informacgdes, o que possibilitou o
desenvolvimento dos chamados “chips” de genotipagem de polimorfismo de
nucleotideo unico (“Single Nucleotide Polymorphisms” — SNPs). A analise de
milhares de polimorfismos em ensaio Unico a baixo custo por SNP, aliado a

evolucdo das metodologias estatisticas, estdo permitindo grandes avangos



na identificacdo de marcadores genéticos moleculares associados a QTL
(CAETANO, 2009).

Dentre os métodos que permitem estimar a extensao do LD (“Linkage
Disequilibrium”) ao longo do genoma, os mais utilizados sdo baseados na
ligacdo entre pares de marcadores (MOKRY et al.,, 2014; NEVES et al.,
2015; LAODIM et al., 2015). O LD do genoma bovino, em comparagao a
outras espécies, € considerado alto, fato relacionado a processos de
recombinacdo e de selecdo, além de outros eventos evolutivos, o que pode
facilitar a deteccdo de assinaturas de selecdo (KHATKAR et al.,, 2006).
Independente da metodologia utilizada, mapas comparativos de LD
permitem detectar regies especificas do genoma que apresentam as
frequéncias génicas alteradas pela selecéo artificial (McKAY et al., 2007).
Essas regifes, denominadas assinaturas de selecdo, sdo caracterizadas
pelo aumento do LD e diminuicdo da variabilidade genética (WIENER et al.,
2003). Entre as principais metodologias utilizadas para a identificagdo destas
regibes dentro de populacdes, encontra-se a homozigosidade do haplétipo
estendido (“Extended Haplotype Homozygosity” - EHH) (SABETI et al.,
2002). A estatistica EHH se baseia no fato de que uma nova mutacéo
submetida a pressdo seletiva positiva irA aumentar rapidamente sua
frequéncia, carregando consigo os alelos vizinhos em LD, o que é conhecido
como varredura seletiva ou arrasto seletivo (SMITH; HAIGH, 1974).

A disponibilidade de populagdes de bovinos, com informagdes em
programas de melhoramento genético, pode acelerar a descoberta de
poligenes relacionados as caracteristicas sob selecéo (TELLAM et al., 2009).
A investigacdo de genes relacionados, que expliguem a maior parte das
variacdes fenotipicas observadas nas caracteristicas de precocidade sexual,
fornecerédo informacdes valiosas a respeito da transmissdo e manifestacao
das mesmas para as geracOes futuras. A oportunidade de utilizacdo de
fémeas bovinas sexualmente precoces tera reflexo direto na eficiéncia,

rentabilidade e competitividade da pecuaria bovina nacional (FRIES, 2003).



2. OBJETIVOS
A partir de dados genotipicos e fenotipicos oriundos de animais de

rebanho da raca Nelore, objetivou-se:

1) Identificar, em QTL previamente mapeados para caracteristicas
reprodutivas de fémeas bovinas, regibes gendmicas
correspondentes a assinaturas de selecao, por meio da utilizagao
da estatistica homozigose relativa do haplétipo estendido
(“Relative Extended Haplotype Homozygosity” - REHH).

2) A partir destas assinaturas de selecéo, prospectar genes e SNPs
relacionados a processos biolégicos associados a caracteristica
reprodutiva de ocorréncia de prenhez precoce.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importéancia da raca Nelore na pecuaria de corte do Brasil

A pecuéria de corte bovina brasileira apresentou nos ultimos dez anos
um processo crescente de modernizacdo, apesar de ainda caracterizar-se,
em grande parte, pela produgdo extensiva com 0s animais criados a pasto.
No entanto, o fornecimento de suplementacédo alimentar e de sal mineral,
além do manejo adequado das pastagens, sdo cada vez mais adotados
(MACEDO, 2005). O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do
mundo, apés a india, e é o segundo maior produtor de carne bovina, sendo
que 80% do rebanho tém influéncia de Bos taurus indicus (FERRAZ;
FELICIO; 2010, USDA, 2015). A raca bovina que possui 0 maior nimero de
animais no Brasil € a Nelore, sendo esta a mais estudada com o objetivo de
identificar critérios de selecdo (LIRA; ROSA; GARNERO, 2008).

A grande importancia da raca Nelore para a pecuéria brasileira esta
relacionada as caracteristicas de rusticidade, adaptabilidade ao clima
tropical e as condicdes de pastagens, além da resisténcia a endo e



ectoparasitas (NOGUEIRA, 2004; ALENCAR; FRAGA,; SILVA, 2005). A raca
Nelore € mais resistente ao calor devido a sua superficie corporal possuir
maior numero de glandulas sudoriparas. Além destas caracteristicas, possui
excelente capacidade de digestédo de fibras de baixa qualidade (EUCLIDES
FILHO et al., 2002).

Apesar da evolucdo recente da produtividade, obtida através da
intensificacdo de praticas modernas, a raca Nelore apresenta puberdade
tardia, com a primeira ovulacdo, em média, aos dois anos de idade ou mais.
De acordo com Nogueira (2004) e Ferraz e Eler (2007), esta situacdo é
consequéncia fisiolégica da pressdo ambiental das criacBes extensivas
devido a falhas no processo de selecdo. Essa caracteristica faz com que o
tempo médio exigido ao abate do animal ainda atinja trés anos, prazo
superior aos dois anos necessarios nos paises que empregam técnicas mais
modernas de producdo (MACEDO et al., 2005).

3.2 Importéncia das caracteristicas reprodutivas em fémeas de

bovinos

A selecao com base em caracteristicas de desempenho ponderal tem
sido amplamente utilizada, enquanto que as caracteristicas indicadoras de
fertilidade e precocidade sexual sdo pouco empregadas na maioria dos
programas de melhoramento genético de bovinos no Brasil. A limitacdo no
uso de caracteristicas reprodutivas de fémeas como critério de selecdo
ocorre principalmente pela maior dificuldade de suas mensuracdes. Nao
bastasse isso, alguns produtores atrasam a entrada de fémeas na
reproducao, determinando a idade ou peso para inicio da vida reprodutiva, 0
que dificulta a identificacdo das fémeas sexualmente precoces (BOLIGON;
ALBUQUERQUE; RORATO, 2008).

Entretanto, o sucesso na eficiéncia de producdo de carne bovina no
Brasil esta diretamente relacionado com a antecipacdo da idade ao primeiro
parto (BELTRAN, 2007). Em alguns paises, as caracteristicas reprodutivas



tornaram-se cada vez mais importantes em programas de melhoramento
genético devido ao alto valor econémico associado a elas. Portanto, o
desempenho reprodutivo é um dos principais critérios a ser incluido na
avaliacdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho (SILVA FILHO; ARAUJO;
RODRIGUES, 2007).

Entre as principais vantagens em emprenhar novilhas mais jovens,
destaca-se o aumento da vida reprodutiva no rebanho, permitindo maior
intensidade de selecdo e, consequentemente, progressos genéticos mais
elevados (VAN MELIS et al., 2010; MELLO, 2014).

3.3 Caracteristicas indicadoras de fertilidade em bovino de corte

A reproducdo € processo complexo, e a selecdo direta para
caracteristicas ligadas a ela é, muitas vezes, dificil de ser aplicada,
tornando-se necessaria a identificacdo de fendtipos que sejam de facil
mensuracdo, apresentem variabilidade genética e/ou que estejam
geneticamente correlacionados aos eventos reprodutivos.

Os caracteres indicadores de precocidade sexual utilizados nos
programas de melhoramento genético de bovinos no Brasil séo o perimetro
escrotal (PE), a idade ao primeiro parto (IPP) e a ocorréncia de prenhez
precoce (OPP). Estas caracteristicas sdo de facil mensuracéo, fazem parte
da coleta de dados cotidianos e podem, assim, ser utilizados como critérios
de selecdo em programas de melhoramento genético animal.

Dentre as caracteristicas reprodutivas, o PE é o principal indicador
incluido nos programas de melhoramento de bovinos de corte por apresentar
estimativas de herdabilidade de moderado a alta (BOLIGON et al., 2010,
SILVA et al.,, 2012; BARROZO et al., 2012; GRESSLER; GRESSLER M;
BERGMANN, 2014). Além disso, esta geneticamente correlacionado com a
libido, qualidade seminal dos machos (QUIRINO et al.,, 2004), e com
algumas caracteristicas produtivas. O principal destaque do PE, no entanto,

refere-se a sua correlagcdo genética favoravel com a precocidade sexual das



fémeas, principalmente a idade a puberdade (ELER; FERRAZ; TEIXEIRA,
2010; VALENTE et al., 2014; MELLO, 2014).

Para ambos os sexos a idade a puberdade marca o comeco da vida
reprodutiva do animal, o qual € considerado pubere quando estd apto a
liberar gametas e exibir comportamento sexual (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
Relatos disponiveis na literatura permitem afirmar que a idade de
manifestacdo da puberdade em novilhas é bastante variavel, oscilando entre
6 e 24 meses, com peso corporal entre 250 e 300 kg (KINDER et al., 1995).
A média de idade a puberdade de novilhas zebuinas do Brasil é de 22 a 36
meses (SOUZA et al.,1995). Esta amplitude esta intimamente associada a
influéncia de diversos fatores, seja de origem externa ou interna, acelerando
ou retardando tal processo (CARDOSO; NOGUEIRA, 2007; GIMENES et al.,
2008; PIRES, 2010; ACAR et al., 2013).

Nos ultimos anos, alguns sistemas de producdo de bovinos de corte
tém exposto fémeas a reproducdo mais precocemente, entre 14 e 16 meses,
por dois motivos. Primeiro, pelo fato de os animais destinados a reproducao
serem manejados de forma diferenciada, com melhor oferta de alimentos de
qualidade. Segundo, pela adeséo dessas propriedades a algum programa de
melhoramento genético, onde sdo detectados os animais mais precoces
para 0 uso em acasalamentos estratégicos (GUIMARAES et al., 2011;
NEPOMUCENO, 2013).

A IPP é caracteristica de grande importancia zootécnica para animais
de producéo, uma vez que marca o inicio do processo produtivo das fémeas.
A reducéo da idade ao primeiro parto antecipa a idade produtiva, provoca
rapida recuperagdo do investimento, aumenta a vida (til do animal,
possibilita maior intensidade de selecédo nas fémeas e reduz o intervalo entre
geracdes (MATTOS; ROSA, 1984). A IPP apresenta estimativas de
herdabilidade baixa, variando de 0,01-0,25, dependendo da conjuntura em
gue sdo analisados os dados (ELER et al., 2002; DIAS et al., 2004; SILVA;
DIAS; ALBUQUERQUE, 2005; LAUREANO et al., 2011; RIOS-UTRERA et
al., 2013; SILVEIRA et al., 2014). Além disto, a selecdo para esta



caracteristica apresenta outras limitacdes. Como dito anteriormente, a maior
parte dos produtores utiliza a idade ou o peso das fémeas como critério para
0 inicio da vida reprodutiva, reduzindo o grupo de fémeas avaliadas e,
assim, somente pequena porcao da variabilidade total € mensurada, além de
nao permitir identificar as novilhas com maior precocidade sexual (COSTA et
al., 2015).

Outra caracteristica utilizada para avaliar a precocidade sexual de
fémeas é a OPP. Esta caracteristica apresenta expressao fenotipica discreta
e é definida pela observacdo de novilhas que conceberam e pariram depois
de serem expostas a reproducdo durante a estacdo de monta.

O conceito é aplicavel as novilhas desafiadas precocemente entre os
12 e 21 meses, diagnosticadas com prenhez positiva (diagnéstico por
ultrassonografia ou palpacédo retal), que mantiveram a gestacdo e pariram
um bezerro vivo e, nesse caso, animais recebem uma anotacdo de 1.
Contemporaneas que ndo atingiram algum critério anteriormente descrito
recebem nota 0 (SHIOTSUKI et al., 2009; De CAMARGO et al., 2012). Desta
forma, todas as fémeas séo incluidas nas analises sem precisar utilizar
penalidades para os animais que ndo pariram (MATTAR et al.,, 2007).
Segundo Silva, Dias e Albuquerque (2005), quando todas as fémeas séo
incluidas, tanto a capacidade reprodutiva da fémea em conceber
precocemente, quanto a capacidade de crescimento e sobrevivéncia séo
analisadas.

A caracteristica OPP possui vantagens sobre a IPP para se realizar a
selecdo para precocidade sexual, tendo em vista que é simples de medir,
ndo gera custos adicionais para o sistema de producdo e é de facil
compreensao para o produtor (ELER; FERRAZ; TEIXEIRA, 2010; FERRAZ;
ELER, 2010). Além disso, essa caracteristica responde rapidamente a
selecdo, devido as altas estimativas de herdabilidade reportadas, os quais
variaram de 0,50 a 0,73 em novilhas expostas & reproducgéo pela primeira
vez entre 0s 14 e 18 meses de idade. Estudos com animais da raca Nelore
mostraram que a caracteristica OPP apresenta variabilidade genética alta e



associacdo genética favoravel com idade ao primeiro parto e perimetro
escrotal (SILVA; DIAS; ALBUQUERQUE, 2005; SHIOTSUKI et al., 2006;
VAN MELIS et al., 2010; BOLIGON; ALBUQUERQUE, 2011; GARCIA et al.,
2012).

3.4 Marcadores moleculares do tipo SNP

Avancos nos sistemas de sequenciamento automatizado de &cidos
nucleicos tém permitido que as sequéncias de DNA de diferentes individuos
sejam comparadas. Desta forma, variacdes individuais, resultantes de
mutacOes de ponto, puderam ser identificadas. Essas variagdes, uma vez
caracterizadas, constituem os “Single Nucleotide Polymorphisms” — SNPs
(REGITANO; VENERONI, 2009).

As substituicbes de nucleotideos mais frequentes observadas
envolvem duas bases nitrogenadas da mesma caracteristica estrutural, ou
seja, trocas entre purinas (Adenina/Guanina ou G/A) ou pirimidinas
(Citosina/Timina ou T/C) e sdo denominadas transicoes. As substituicdes
entre uma purina e uma pirimidina ou o contrario sdo chamadas de
transversbes. Essas alteracdes podem ser provocadas por erros de
incorporacao de bases durante a replicacdo do DNA ou, em outros casos,
por agentes ambientais (fisicos ou quimicos). Caso essas alteracdes
ocorram em células germinativas, sejam transmitidas as geracdes seguintes
e se fixem na populacdo a uma frequéncia minima de 1%, passam a ser
denominadas de polimorfismos (KWOK; GU, 1999).

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares existentes, o0s
SNPs, constituidos por dois alelos que se diferenciam por um nucleotideo,
se destacam na deteccdo e localizacdo de QTL por serem 0s mais
abundantes polimorfismos de DNA encontrados no genoma de organismos
eucariotos, ocorrendo em média a cada 600 pb (HAYES et al.,, 2008;
MENEGASSI, 2014). Os SNPs podem ocorrer em qualquer regido do
genoma, sendo esta codificante ou regulatéria (GUIMARAES; COSTA,
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2002), mas a maioria dos SNPs ocorrem em regides intergénicas e de
introns.

Do ponto de vista do mapeamento genético, cinco marcadores do tipo
SNP fornecem aproximadamente a mesma informagcdo que um loco de
marcador do tipo microssatélite (“Simple Sequence Repeat’” - SSR). Com
isso, os mapas de SNPs devem ter densidade maior do que os de SSR, para
se obter o mesmo poder de deteccdo de QTL. Porém, a densidade
necessaria ao mapeamento fino de QTL s6 pode ser obtida de maneira ideal
com marcadores do tipo SNP (VIGNAL et al., 2002).

O genoma bovino possui aproximadamente 2,8 bilhdes de pares de
bases e, cerca de 26,4 mil genes. Até o momento, existem, mas de 30
milhdes de SNPs putativos validados descritos no banco de dados dbSNP
do genoma bovino (dbSNP, 2016).

3.5 “Chips” para genotipagem de SNPs em bovinos

O desenvolvimento da tecnologia de “chips” de SNPs tornou mais facil
a identificacdo e o estudo em larga escala de genes que controlam a
variacdo de caracteristicas de interesse econdmico nas espécies de
interesse  zootécnico, incluindo bovinos. Nesse contexto, foram
desenvolvidos e comercializados, inicialmente, “chips” de DNA de baixas
densidades de SNPs (3K, 7K ou 10K). Ha alguns anos, iniciou-se a
comercializacao do painel de densidade mediana como o “lllumina Infinium®
BovineSNP50 v2 BeadChip”, que contém 54.609 SNPs distribuidos pelo
genoma bovino, com espacamento médio entre marcadores de 36,9 Kb.

No ano de 2012, a lllumina em associagdo com outras empresas
langaram o “BovineHD BeadChip”, com 777.962 SNPs, que abrangem todo
0 genoma bovino, com espacamento medio de 3,43 Kb entre marcadores. A
frequéncia do alelo menos comum (MAF) em todos os locos é de 0,25 e 0,17
para Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, respectivamente. Mais de 749

mil SNPs do “BovineHD BeadChip” foram validados em varias ragas bovinas



11

com MAF maior ou igual a 0,05, incluindo SNPs autossémicos, mitocondriais
e no cromossomo X (lllumina Inc, 2015; VAN MARLE-KOSTER; VISSER;
BERRY, 2013).

Os “chips” de DNA de média e alta densidade trouxeram grandes
avancos para a comunidade cientifica como a analise da estrutura genética
de diferentes populacdes de varias espécies de animais domésticos (EDEA
et al., 2013; PETERSEN et al., 2013), a utilizagdo em estudos direcionados
para identificagdo de genes que controlam caracteristicas de interesse
econdmico (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009; BOLORMAA et al.,
2014; MANCINI et al., 2014; MELO et al., 2014), a estimativa do grau de
diversidade genética entre as popula¢des (McCUE et al., 2012; PETERSEN
et al.,, 2013) e, recentemente, a identificacdo e localizacdo de regides
gendmicas submetidas & selecéo positiva (PEREZ O'BRIEN et al., 2014a;
MEIRA et al., 2014; SOMAVILLA et al., 2014; FAN et al., 2014; BELTRAN et
al., 2015; MOON et al., 2015).

Entretanto, de acordo com Matukumalli et al. (2009), regibes do
genoma que influenciam a variacdo genética de caracteristicas podem ser
melhor mapeadas quando existe alta densidade de marcadores (SNPs) em
forte desequilibrio de ligacdo com QTL. Neste sentido, a alta cobertura de
marcadores no genoma do “chip” HD tornou possivel, em teoria, particionar
100% da variabilidade genética aditiva de uma dada caracteristica de
importancia econémica, permitindo a estimacao do valor de substituicdo de

alelo em cada loco envolvido com a mesma (MEUWISSEN et al., 2001).

3.6 Desequilibrio de Ligagao (“Linkage Disequilibrium” — LD)

Desequilibrio de ligacdo é a associacdo ndo aleatoria entre alelos de
diferentes locos, ou seja, € quando a frequéncia de um determinado
haplétipo € maior do que o esperado (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD,
2002; KHATKAR et al.,, 2006; GODDARD; HAYES, 2009). O LD entre

marcadores moleculares descreve a correlacdo entre os genoétipos de dois
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marcadores e expressa 0 grau de associacdo nao aleatéria entre seus alelos
(PORTO-NETO et al., 2014). As medidas mais utilizadas para avaliar o LD
entre marcadores bialélicos sdo o D’ (LEWONTIN, 1964) e o r* (HILL;
ROBERTSON, 1968), cada uma com diferentes propriedades estatisticas,
porém com valores entre 0 e 1 (BOHMANOVA; SARGOLZAEI; SCHENKEL,
2010).

Um valor de D’<1 (nenhum desequilibrio) evidencia a ocorréncia de
recombinacédo entre os dois locos, e D’=1 (completo desequilibrio), evidencia
a auséncia de recombinacdo. Para marcadores bialélicos, D' tem o valor de
1 se um alelo em dado loco esta completamente associado com um alelo de
outro loco, isto €, se um ou mais dos quatro haplétipos possiveis estao
ausentes. Os valores D' sdo inferiores a 1, se todos 0s quatro possiveis
haplétipos estdo presentes (GURGUL et al, 2014). Esta medida é
superestimada quando a amostra € pequena e pela presenca de alelos raros
na populacdo (DU; CLUTTER; LOHUIS, 2007; BOHMANOVA;
SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2010).

O r? representa a correlacdo entre dois locos e demostrou ser a
medida mais adequada para estimar o LD entre marcadores bialélicos, como
0os SNPs, por ser menos sensivel a frequéncia alélica e ao tamanho da
amostra (ZHU; ZHAO, 2007; BOHMANOVA; SARGOLZAEI; SCHENKEL,
2010). Para um par de locos bialélicos, r? é igual a 1 se apenas dois
haplétipos estdo presentes em uma populacdo (GURGUL et al.,, 2014).
Segundo Ardlie, Kruglyak e Seielstad (2002), se o r? for maior que 0,33 0 LD
ja é considerado forte para o mapeamento de QTL.

Recentemente, o estudo do LD recebeu consideravel atencdo entre
0S geneticistas que pesquisam bovinos, principalmente para estabelecer o
namero de marcadores necessarios para realizar a selecdo baseada no
genoma e identificar 0s genes responsaveis pela variacdo nas
caracteristicas de interesse zootécnico (PRASAD et al., 2008; HAYES et al.,
2009; GURGUL et al., 2014). Os estudos de LD tém sido realizados,

predominantemente, em racas bovinas submetidas a intensa selecéo. Estes
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estudos demonstraram que o LD €& mais extenso em gado que nos seres
humanos, o que pode ser explicado pela pequena populacédo efetiva e a
intensa selecdo aplicada a essa espécie (McRAE et al., 2002).

De acordo com trabalhos relacionados a LD na literatura, os valores
de r2 para animais taurinos sao superiores aos quantificados para zebuinos
(VILLA-ANGULO et al., 2009; PEREZ O'BRIEN et al., 2014b; PORTO-NETO
et al., 2014; SALOMON-TORRES et al., 2014). Em trabalho realizado por
Pérez O'brien et al. (2014b), foi descrito valor médio de r2 para animais Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus de 0,59 e 0,39, respectivamente. De
acordo com McKay et al. (2007), isto acontece devido a relacdo inversa
existente entre o tamanho efetivo da populacéo e o LD e a intensa presséo
de selecao aplicada sobre algumas racas. Segundo Goddard e Hayes (2009)
e Porto-Neto et al. (2014), animais Bos taurus taurus tiveram sua populagéo
efetiva muito reduzida apos a domesticacao.

Estudando animais da raca Gir, Silva et al. (2010), demostraram
que a média do LD, medido pelo r? entre marcadores adjacentes, foi de 0,21
e que houve tendéncia exponencial de decaimento em funcdo da distancia
genética. Nos intervalos de 0-0,1 Mb, 0-0,2 Mb, 0-0,5 Mb e 0-1 Mb, a média
do r* foi de 0,20, 0,18, 0,14 e 0,11, respectivamente. Na raca Nelore,
Espigolan et al. (2013) e Regatieri (2013) utilizaram painel de 777.962
marcadores (lllumina, Inc., EUA) e relataram média do LD, medida por r?, de
0,17 e 0,18, respectivamente. Além disso, Espigolan et al. (2013)
encontraram niveis moderados de r? (0,20 a 0,34) a distancias menores que
30 Kb. Quando a distancia entre os marcadores foi incrementada de 30 a
100 Kb, o valor médio de r? diminuiu variando entre 0,20 e 0,11.

Segundo Arias et al. (2009), existe ampla variagdo nas taxas de
recombinagcdo nos cromossomos autossomos, que conduz a diversidade no
padrdo de LD em diferentes regides gendmicas. Isto foi demonstrado na
raca Nelore nos trabalhos desenvolvidos por Espigolan et al. (2013) e
Regatieri (2013), os quais reportaram valores médios de LD para os

autossomos com amplitude de r? de 0,003 a 0,21 e 0,003 a 0,24,
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respectivamente. Intervalos superiores para alguns autossomos (0,07 a 0,40
para r’) foram identificados por Mokry et al. (2014) em bovinos da raca

Canchim.

3.7 Regides de QTL (“Quantitative Trait Loci”)

QTL refere-se a certas regibes do DNA genbmico relacionadas a
variacdo das caracteristicas quantitativas (SOLLER; ANDERSSON, 1998;
SLATE, 2005; SAHANA et al., 2010). Os QTL tém sido mencionados mais
como uma associacdo estatistica do que propriamente uma entidade
biolégica, sendo as suas herancas acompanhadas pelos marcadores. Desta
forma, QTL tém sido definidos como associacdes estatisticas significativas
entre valores genotipicos (geno6tipos) e a variabilidade fenotipica na progénie
segregante (BEAVIS, 1998).

Existem descritas na literatura véarias estratégias diferentes para
detectar QTL, que poderiam ser classificadas de muitas formas (ZENG,
2002). Entretanto, em todas elas, suas localizacdes baseiam-se na analise
de ligacdo e dependem, portanto, da possibilidade de detectar regides
recombinantes, que, por sua vez, ocorre em fungcdo da densidade do mapa
genético. Desta forma, experimentos que utilizam mapeamento de QTL séo
conduzidos visando principalmente trés objetivos bésicos: 1) Localizar
regibes cromossdmicas responsaveis pela variagdo genética de fendtipos
economicamente importantes; 2) Realizar a clonagem posicional em busca
dos genes e polimorfismos diretamente responsaveis por fenoétipos
especificos; e 3) responder a questdes basicas sobre processos evolutivos
que estdo dando forma aos genomas (PATERSON, 1998; SCHLOTTERER,
2003).

O mapeamento de QTL pode ser especifico para um cromossomo ou
para todo o genoma, e é uma das estratégias que tém sido utilizadas para se
proceder a associacao entre genes e caracteristicas de interesse econémico
na producdo animal (COUTINHO et al.,, 2007). O mapeamento de QTL
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baseia-se na definicdo de regibes cromossdmicas associadas a variacao
genética do fendtipo de interesse econdémico. Posteriormente, a regiao
identificada pode ser refinada por intermédio do uso de um nimero maior de
marcadores (LUND et al., 2003). O uso deste recurso permite multiplicar por
10 o nivel de resolucéo, possibilitando reduzir o intervalo de busca entre 0,5
e 5 cM, de tal maneira que é possivel aplicar técnicas de biologia molecular
para identificar as causas genéticas que afetam o fendtipo de interesse
(GARCIA; CANON; DUNNER, 2002).

Outra estratégia de associacdo de regides cromossémicas com
caracteristicas de interesse comercial na producdo animal é o estudo de
genes candidatos. Esta abordagem tem sido aplicada a estudos de uma
série de caracteristicas-alvo em varias espécies, na tentativa de elucidar sua
base genética (BROWN et al., 2013). Genes podem ser candidatos
posicionais, quando estdo localizados em uma regido cromossdmica
associada a um QTL de interesse e/ou candidatos funcionais, quando estdo
envolvidos em vias metabdlicas e codificam proteinas que estao
relacionadas com caracteristicas fenotipica de interesse (ARANDA, 2002).

O sequenciamento dos genes candidatos pode identificar um ou mais
polimorfismos e, estes, podem estar associados a caracteristicas
interessantes em animais de certa linhagem ou ragca (FAN et al., 2008).
Entretanto, resultados positivos de associacdo entre polimorfismos e
caracteristicas de interesse obtidos para populacbes de animais de uma
linhagem ou raca ndo sédo imediatamente aplicaveis a populacdes de
linhagens ou ragas diferentes, uma vez que efeitos de substituicdo de alelos
sdo parametros intrinsecos de cada populacdo em determinado ambiente
(REGITANO, 2004). Por conseguinte, a maioria dos métodos utilizados para
predicdo de valores genéticos moleculares, por ndo serem constituidos de
mutacOes causais, dependem de estabelecer a relacdo da fase de ligacéo
entre SNP e/ou alelos do QTL, que em grande parte, faz com que o teste

seja raca-especifico (ROLF et al., 2014).
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A principal limitacdo da aplicacdo da estratégia do gene candidato, é
que somente uma pequena proporcdo dos genes que controlam
caracteristicas quantitativas é conhecida. Dificuldades também existem no
estabelecimento definitivo do efeito do gene candidato, pois a identificacéo
da variante causal para um gene de efeito menor pode néao ser facilmente
determinada (COUTINHO et al., 2007).

Muitas pesquisas tém se concentrado na identificagdo de QTL que
afetam caracteristicas de interesse comercial nas diversas ra¢as de bovinos,
embora os delineamentos experimentais, métodos de andlises e os limites
de significAncia apresentem variacfes entre os estudos (DRIVER et al.,
2009; KATIB et al., 2009; HUANG et al., 2010; PENAGARICANO; KHATIB,
2011; HAWKEN et al., 2012; SASAKI et al., 2013; HYEONG et al., 2014).

De 42.019 QTL identificados em bovinos até a presente data, 9.147
encontram-se associados a caracteristicas reprodutivas, dentre as quais,
destacam-se idade a puberdade, indice de fertilidade, intervalo de parto a
primeira inseminacéo, tratamentos de fertilidade, taxa de prenhez das filhas,
taxa de retencédo, taxa de ovulacdo, entre outras (ANIMAL QTLdb, 2016).
Entre os cromossomos autossomos, 0 14 € o mais estudado, apresentando
mais de trés mil QTL associados as principais caracteristicas produtivas e
reprodutivas de importancia econémica em bovinos (WIBOWO et al., 2008).

3.8 Assinaturas de selecao

Sabe-se que a selecdo natural ou artificial pode alterar a frequéncia
de algumas mutacdes em regides especificas do genoma, as quais tornaram
os individuos mais adaptados ou forneceram a eles caracteristicas
favoraveis (CHEN; HEY; SLATKIN, 2015). Alguns locos adjacentes as
mutacdes favoraveis em um cromossomo Sao transmitidos em conjunto ao
longo das geracOes e segregam de forma dependente com as variantes
génicas selecionadas. Esses locos adjacentes que sao transmitidos em

conjunto com o0s genes selecionados definem o0 que se convencionou



17

chamar de assinaturas de selecdo, caracterizadas por extenso LD e pouca
variabilidade genética (muitas vezes tem-se a fixacdo (WIENER et al., 2003;
KIM; NIELSEN, 2004; VITTl; GROSSMAN; SABETI, 2013; PEREZ O'BRIEN
et al., 2014a; QANBARI; SIMIANER, 2014). As variagbes que estéao
associadas com o alelo ndo favoravel serdo removidas ao longo do tempo,
resultando em uma varredura seletiva (NIELSEN et al., 2007). Neste sentido,
Sabeti et al. (2002) define como “regido nucleo” uma regido de interesse no
genoma que envolve um conjunto de “haplétipos nucleo” presumidamente
caracterizado por forte LD entre SNPs. Portanto, o que caracteriza uma
assinatura de selecéo recente é o rapido aumento na frequéncia alélica, que
ocorre em um espaco de tempo curto o suficiente para que a recombinacao
nado quebre o haplétipo no qual a mutacéo ocorreu (SABETI et al., 2002).

O esclarecimento das assinaturas de selecdo é de interesse para a
biologia evolutiva, uma vez que pode permitir a identificacdo de genes
selecionados relacionados ao processo de melhoramento genético das
espécies de interesse zootécnico (QANBARI; SIMIANER, 2014). A
identificacdo dessas regides pode ser realizada utilizando-se apenas a
analise de padrdes gendémicos, ndo necessitando de informacdes fenotipicas
(SIMIANER; QAMBARI; GIANOLA, 2010).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo de
assinaturas de selecdo por meio de analises genémicas (STELLA et al.,
2010; LENSTRA et al.,, 2012; QANBARI; SIMIANER, 2014). Em geral, a
maioria destes meétodos baseia-se na comparacdo da distribuicdo de
frequéncias alélicas em uma populacdo (EHH; iHH; iHS) ou entre
populacdes (Fs;, XP-EHH, Rgp,) seja direta, ou indiretamente, mediante o
calculo de estatisticas de genética de populacdes, que estdo em funcéo das
frequéncias alélicas ou genotipicas.

As principais pesquisas que visam a identificacdo de regifes de
assinaturas de selecdo utilizando dados de genotipagem de marcadores
SNPs foram realizadas com humanos (SABETI et al., 2002; BAMSHAD;
WOODING, 2003; VALLENDER; LAHN, 2004). Trabalhos de assinaturas de


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/age.12119/full#age12119-bib-0036
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selecdo em bovinos surgiram posteriormente, desenvolvidos com diferentes
metodologias de estimacédo e diferentes “chips” de genotipagem (QANBARI
et al., 2010; GAUTIER; NAVES, 2011; UTSUNOMIYA et al., 2013; KEMPER
et al., 2014; SOMAVILLA et al., 2014; BOMBA et al., 2015).

Metodologias como a Homozigose do Haplotipo Estendido (“Extended
Haplotype Homozygosity” - EHH), proposta por Sabeti et al. (2002), pode ser
empregada na identificacdo de assinaturas de selecdo utilizando amostra
aleatoria de individuos de uma Unica populacdo, a partir da genotipagem de
SNPs distribuidos ao longo de todo o genoma. A EHH, também conhecida
por teste do haplotipo de longo alcance (“Long-Range Haplotype” — LRH), é
definida como a probabilidade de que dois cromossomos escolhidos
aleatoriamente e que carreguem haplétipos de interesse sejam idénticos por
descendéncia para todo o intervalo da regido do nucleo a uma distancia “x”.
Os alelos de haplétipos comuns sédo geralmente antigos e tém LD de curto
alcance, ja os alelos de haplétipos raros podem ser antigos ou recentes e ter
LD de longo ou curto alcance. Glick et al. (2012) demonstraram mediante a

correlagdo positiva de 0,34 entre o teste LRH e Aqy (alteracé@o na frequéncia

de haplétipos por ano) que o teste LRH pode servir como evidéncia de
selecdo recente apenas para haplétipos presentes em frequéncia
relativamente alta na populagéo (= 0,25).

Uma assinatura de selecao positiva, identificada pela estatistica EHH,
€ entdo um haplétipo que apresenta LD de longo alcance e ndo usual, além
de alta frequéncia, quando comparado aos outros haplétipos do mesmo loco.

Devido a possibilidade de que maior valor de EHH possa ocorrer
devido a baixas taxas de recombinacdo em regibes especificas dos
cromossomos (genoma) e ndo necessariamente a selecdo positiva recente,
Sabeti et al. (2002) introduziram a estatistica homozigose relativa do
haplétipo estendido (“Relative Extended Haplotype Homozygosity” - REHH).
O REHH é definido como a EHH, dividido pelo declinio da EHH em todos os
outros haplétipos nucleos (“‘core haplotypes”) combinados. Neste sentido,
REHH corrige o valor EHH para todos os hapl6tipos ndcleos relevantes do
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mesmo Ccromossomo, ou seja, faz comparacdes entre haplétipos nucleos
com outros haplétipos igualmente frequentes da mesma posicao

cromossOmica, corrigindo, assim, as variagdes nas taxas de recombinagéao.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e coleta de amostras

Foram utilizadas 2.035 novilhas raca Nelore pertencentes a duas
fazendas integrantes do programa de melhoramento DeltaGen, participantes
do projeto de pesquisa “Aplicacdo de ferramentas gendmicas no
melhoramento genético da eficiéncia reprodutiva em bovinos da raca
Nelore”, processos CNPq n°: 559631/2009-0 e FAPESP n°2009/16118-5.

Nestes rebanhos as fémeas sdo desafiadas a reproducdo em idade
que varia de 16 a 18 meses. Todas as novilhas sdo expostas a reproducao
independente do peso e da condicdo corporal. As épocas de nascimento dos
bezerros concentram-se de agosto a outubro e novembro a janeiro, e 0s
mesmos sdo mantidos com suas maes até os sete meses de idade a pasto.

Este processo, que teve inicio nestes rebanhos ha cerca de 30 anos,
€ realizado para a identificacdo de novilhas precoces e geracdo de dados
para serem utilizados nas avaliacdes genéticas do programa DeltaGen. A
caracteristica associada a precocidade sexual utilizada para o melhoramento
€ a ocorréncia de prenhez precoce (OPP) de novilhas e € medida com base
na concepcao e paricdo da fémea, desde que a mesma tenha entrado na
estacdo de monta e tenha sido desafiada reprodutivamente entorno dos 16 a
18 meses de idade. As novilhas que parem com menos de 31 meses é
atribuido o valor 1 (sucesso), e as contemporaneas que falham, o valor 0
(fracasso).

Os dados utilizados neste trabalho foram gerados durante a estacéo
de monta, entre os meses de fevereiro e abril dos anos 2008 e 2009, por

meio de inseminacéo artificial, monta controlada e reprodutor multiplo, com
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relacdo touro/vaca de 1: 50. As novilhas foram avaliadas por meio de
palpacdo retal, 60 dias ap6s o término da estacdo de monta para a
confirmagdo da prenhez. Novilhas que ndo concebem na estagédo de monta
antecipada sao utilizadas em outra estacdo de monta, aos dois anos de
idade. Os principais critérios de descarte de fémeas no rebanho séo: falha
reprodutiva até os dois anos de idade, falha da vaca em um ano, baixa
avaliacdo de desempenho de progénies e uma pequena percentagem por
sanidade.

Para obtencdo do DNA das novilhas foram utilizadas amostras de
pelos obtidas a partir da vassoura da cauda. Estas amostras foram
colocadas em envelopes, identificadas e armazenadas a 4°C até o momento
da extracao de DNA.

4.2. QTL e genes candidatos

Foram consideradas como regides candidatas para a investigacéo de
ocorréncia de assinaturas de selecdo positiva recente, genes e QTL
(Tabelas 1 e 2), que contém genes que codificam proteinas, que de algum
modo possam influenciar a precocidade sexual. A identificacdo e localizac&o
destas regibes candidatas no genoma bovino foi realizada por meio do
acesso as plataformas Gene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene) e
CattleQTLdb (HU et al., 2013).



Tabela 1. Lista dos genes candidatos, caracteristica relacionada, cromossomo (BTA - Bos taurus autossomo) e localizacdo cromossémica de acordo com a
regides de anotacdo do genoma bovino versao UMD 3.1

BTA Gene Nome Caracteristica Localizac&o
1 SST “somatostatin” Crescimento e desenvolvimento 80250205...80251648
5 IGF1 “Insulin-like growth factor 1 (Somatomedin C”) Crescimento e puberdade 66526644...66604781
NELL2 “NEL-like 2 (chicken)” Puberdade 35656577...36042702
14 DGAT1 “Diacylglycerol O-acyltransferase 1” Taxa de prenhez 1795425...1804838
“Thymocyte selection-associated high
14 TOX mobility group box” Regulacéo molecular da puberdade 26630059...26941899
14 NCOA2 “Nuclear receptor coactivator 2” Regulacéo molecular da puberdade 35945551...36173052
“EYA transcriptional coactivator and
14 EYAl phosphatase 1” Regulacéo molecular da puberdade 36896160...37268911
14 ZFHX4 “Zinc finger homeobox protein 4” Regulacéo molecular da puberdade 41987711...42192539
14 PLAG1 “Pleiomorphic adenoma gene 1” Estatura e facilidade do parto 25000459...25052403
16 PAPPA2 “Pappalysin 2” Facilidade das filhas ao parto e Peso 59129977...59459507
19 GH1 “Growth hormone 1” Crescimento 48768617...48772049
21 IGF1R “Insulin-like growth factor 1 receptor” Crescimento e puberdade 7967718...8268246
“Peroxisome proliferator-activated receptor Regulador do balango energético
22 PPARG gamma” 57367072...57432321
27 NRG1 “Neuregulin1” Desenvolvimento sexual 26715811...27857143

Fonte: Banco de dados Gene (NCBI- http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene), 2015.
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Tabela 2. Lista dos QTL candidatos, caracteristica relacionada, cromossomo (BTA - Bos taurus autossomo) e localizagdo cromossémica

de acordo com a regides de anotacdo do genoma bovino versdo UMD 3.1

(continua)
BTA QTL (cM) Simbolo Caracteristica Localizacéo
1 3439 76,50 CONCRATE Taxa de concepgao 48356017...50356216
1 21144 62,52 PUBAGE Idade a puberdade 38418544...40418743
1 21145 62,58 PUBAGE Idade a puberdade 38584168...40584367
1 21147 62,73 PUBAGE Idade a puberdade 38749793...40749992
1 14721 86,93 FERIND indice de fertilidade 54531787...56531986
1 14720 68,49 FERIND indice de fertilidade 42855852...44856051
1 6151 140 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 90698706...92698905
2 21138 99,59 PUBAGE Idade a puberdade 63359932...65360131
2 21148 109,43 PUBAGE Idade a puberdade 70764184...72764383
3 14724 79,29 FERIND indice de fertilidade 51197504...53197703
3 14726 79,44 FERIND indice de fertilidade 50323904...52324103
4 18818 91,41 PUBAGE Idade a puberdade 48766090...50766289
5 14735 126,47 FERIND indice de fertilidade 68215924...70216123
5 20683 67 PUBAGE Idade a puberdade 35129144...37129343
5 6026 43,5 OVR Taxa de ovulagao 22705755...24705954
5 6027 44,5 OVR Taxa de ovulagéo 22198678...24198877
5 6028 51,4 OVR Taxa de ovulagao 26635603...28635802
5 10570 107 OVR Taxa de ovulagao 56933459...58933658
5 6161 51 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 27015911...29016110
5 6162 78 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 40326684...42326883
5 6163 82 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 44002993...46003192
6 6068 59 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 29114499...31114698
6 6069 68 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 32363377...34363576
6 6070 100 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 49107593...51107792

Fonte: animalgenome.org (www.animalgenome.org/QTLdb) 2015.
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Tabela 2. Lista dos QTL candidatos, caracteristica relacionada, cromossomo (BTA - Bos taurus autossomo) e localizagdo cromossémica

de acordo com a regides de anotacdo do genoma bovino versdo UMD 3.1

(continuacao)

BTA QTL (cM) Simbolo Caracteristica Localizac&o

7 3440 124,9 CONCRATE Taxa de concepgao 63095540...65095739
7 4684 8,1 CONCRATE Taxa de concepgao 2888056...4888255

7 10571 5,0 OVR Taxa de ovulagéo 973710...2973909

7 10572 5,7 OVR Taxa de ovulagéo 2026408...4026607

8 14808 31,09 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 12876498...14876697
9 14741 73,03 FERIND indice de fertilidade 38474635...40474834
9 14742 89,12 FERIND indice de fertilidade 48979116...50979315
10 3462 103,4 CONCRATE Taxa de concepgao 58680700...60680899
10 21201 75,7 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 42751273...44751472
10 14746 76,69 FERIND indice de fertilidade 43078590...45078789
10 14747 76,71 FERIND indice de fertilidade 42642168...44642367
10 14748 76,76 FERIND indice de fertilidade 43187696...45187895
10 14749 77,87 FERIND indice de fertilidade 42642168...44642367
11 15932 118,9 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 76599624...78599823
11 21140 58,18 PUBAGE Idade a puberdade 36859540...38859739
11 21141 58,30 PUBAGE Idade a puberdade 36608814...38609013
11 21142 58,30 PUBAGE Idade a puberdade 36608814...38609013
11 6201 60,00 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 37360992...39361191
12 14809 45,87 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 19660703...21660902
13 14755 36,67 FERIND indice de fertilidade 20650459...22650658
13 14759 40,0 FERIND indice de fertilidade 22815514...24815713
13 14761 40,48 FERIND indice de fertilidade 23307573...25307772
13 14770 72,2 FERIND indice de fertilidade 40726430...42726629
13 14772 81,35 FERIND indice de fertilidade 47221597...49221796
13 14807 23,39 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 12679117...14679316

€



Tabela 2. Lista dos QTL candidatos, caracteristica relacionada, cromossomo (BTA - Bos taurus autossomo) e localizagdo cromossémica
de acordo com a regides de anotacéo do genoma bovino versdo UMD 3.1

(continuacao)

BTA QTL (cM) Simbolo Caracteristica Localizacao
14 6098 3 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 1...1692219
14 6099 62 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 27281957...29282156
14 6213 4 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 1175444...3175643
14 6214 5 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 169736...5170235
14 6215 6 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 582114...2582313
14 6216 50 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 23326425...25326624
14 6217 54 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 22634207...24634406
14 1416 75,54 OVR Taxa de ovulagao 34896357...36896556
14 20719 1,8 PUBAGE Idade a puberdade 1...1098889
15 11439 7,0 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 992814...2993013
16 14806 42,31 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 22486202...24486401
17 11440 47,6 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 18755374...20755573
17 11441 47,6 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 18755374...20755573
18 6269 21 PUBAGE Idade a puberdade 12956360...14956559
18 6223 50 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 30691085...32691284
19 21137 77,18 PUBAGE Idade & puberdade 36117306...38117505
19 11624 66,7 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 31477631...33477830
19 11663 66,6 EMBSUR Sobrevivéncia embrionaria 31028630...33028829
19 10573 65,0 OVR Taxa de ovulagéo 30729296...32729495
19 14774 83,97 FERIND indice de fertilidade 39559646...41559845

ve



Tabela 2. Lista dos QTL candidatos, caracteristica relacionada, cromossomo (BTA - Bos taurus autossomo) e localizagdo cromossémica

de acordo com a regides de anotacdo do genoma bovino versdo UMD 3.1

(concluséo)

BTA QTL (cM) Simbolo Caracteristica Localizacéo
19 14776 84,01 FERIND indice de fertilidade 38362311...40362510
20 14781 28,63 FERIND indice de fertilidade 12970790...14970989
20 11544 33,6 CONCRATE Taxa de concepgéo 15327326...17327525
20 3463 77,09 CONCRATE Taxa de concepc¢ao 35434656...35934705
20 21143 13,16 PUBAGE Idade a puberdade 5143726...7143925
21 3464 40,13 CONCRATE Taxa de concepcéo 20496359...22496558
21 21134 9,88 PUBAGE Idade a puberdade 5105899...7106098
21 21136 10,0 PUBAGE Idade a puberdade 4938612...6938811
21 21139 10,08 PUBAGE Idade a puberdade 4269461...6269660
23 6228 2 PUBAGE-EVB Idade a puberdade 1...1490936
24 14787 35,68 FERIND indice de fertilidade 16363731...18363930
24 14788 44,18 FERIND indice de fertilidade 22884326...24884525
29 14793 37,25 FERIND indice de fertilidade 20660977...22661176
29 1379 44,0 PUBAGE Idade a puberdade 26978791...28978990

T4
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4.3. Extracao de DNA e genotipagem dos animais

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular
“‘Marcos Antdnio Giannoni” do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias, Unesp, Jaboticabal/SP. O DNA foi extraido a
partir de foliculos pilosos de 2.035 animais, pelo método fenol - cloroformio - alcool
isoamilico, de acordo com metodologia adaptada por Lima (2003). A verificacdo da
guantidade e da pureza do material obtido foi realizada com o uso do
espectrofotometro Nanodrop-1000 (Thermo Scientific, EUA).

Todos os animais foram genotipados com o painel de 777K SNPs “High
Density Bovine SNP BeadChip”, siguindo o protocolo da lllumina - Infinium ® Il

Assay Multi-Sample, utilizando-se o aparelho HiScan™SQ System.

4.4 Controle de qualidade dos dados de genotipagem

O controle de qualidade das genotipagens, para individuos e SNPs, foram
realizados utilizando o programa Genome Studio versao 2011.1 (lllumina Inc.,
EUA) com os seguintes parametros de exclusdo: em relacdo aos individuos - 1)
“Call rate” (CRnp) < 0,9: amostras que ndo continham pelo menos 90% dos
gendtipos determinados pelo painel de genotipagem; em relagdo aos SNPs - 1)
“Call rate” (CRsnp) < 0,9: marcadores que ndo foram genotipados em pelo menos
90% da amostra; 2) SNPs com MAF < 0,05 (“Minor Allele Frequency” — Frequéncia
do alelo menos comum): marcadores com frequéncia do alelo menos comum
inferior a 5%; 3) SNPs com p-valor 0,00001para o HWE (“Hardy Weinberg
Equilibrium” — Equilibrio de Hardy - Weinberg): marcadores com desvios extremos,
sugerindo potencial erro de genotipagem.

Também foram excluidos os resultados de genotipagem com baixa

qualidade (“GenCall score” menor que 0,15 foram considerados como pouco
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confiaveis), os SNPs localizados nos cromossomos sexuais e no genoma
mitocondrial, agueles sem informacé&o de posicdo no genoma ou considerados
ambiguos, bem como aqueles que ndo faziam parte dos genes e regides
cromossOmicas que abrigam os QTL descritos nas Tabelas 1 e 2. Desta forma,
para a andlise dos genes candidatos e QTL, foram utilizados somente os SNPs do
painel de 777K (“High Density Bovine SNP BeadChip”) que estavam dentro ou
préximos a estas regides. A escolha dos SNPs foi realizada tomando como base a
posicdo dos genes e QTL no genoma, feita por meio do acesso as plataformas
Gene (NCBI, 2015-) e CattleQTLdb (HU et al., 2013) e a posi¢cdo dos SNPs do
painel (“chip”) no genoma bovino, com base nas informag¢des do fabricante
(llumina Inc., EUA).

Durante o processo de controle de qualidade uma parcela consideravel dos
marcadores foi excluida. Com isso, foram consideradas como regides candidatas
para a aplicacdo do teste EHH os genes apresentados na Tabela 1 e os QTL

destacados em negrito na Tabela2.

4.5 Reconstrucado dos haplétipos, analises de LD e aplicacao do teste
EHH em regides de QTL

Como as analises posteriores dependiam das informacdes de haplétipos, a
fase de ligagcdo dos SNPs foi inferida. Para isto, as regibes selecionadas do
genoma foram analisadas utilizando-se o programa fastPHASE (SCHEET;
STEPHENS, 2006) para a reconstrucdo dos haplotipos. Os haplétipos
reconstruidos foram entédo inseridos no programa Haploview v4.2 (BARRETT et
al., 2005), para a estimacao do LD entre os pares de SNPs, baseado na estatistica
r2 (HILL; ROBERTSON, 1968; BARRETT et al., 2005). Deste modo foram obtidos
os padrdes dos haplétipos formados com a finalidade de identificar evidéncias de
assinaturas de selecdo. Os SNPs que néo fizeram parte de nenhum haplotipo

foram considerados marcadores isolados.
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4.5.1 Aplicacdo da homozigose do haplétipo estendido (EHH)

Para a identificacdo de regides nucleo (“core region”) no genoma foi
implementado o algoritmo sugerido por Gabriel et al. (2002), utilizando-se o
programa Sweep v.1.1 (SABETI et al., 2002). Este programa considera um par de
SNPs em forte LD se o limite superior do intervalo de confianca 95%, da
estatistica D’ for maior que 0,98 e limite inferior acima de 0,7. Especificou-se que
regides nucleo tivessem no minimo trés e no maximo 20 SNPs.

Foram calculadas as estatisticas EHH e REHH dos dois haplo6tipos mais
frequentes contidos em cada uma das regifes nucleos. A formula para o calculo
da estatistica EHH esta descritas na sequéncia:

()
EHH., = =222/
GR
2
(SABETI et al., 2002)
Em que:
EHH:: homozigose do haplétipo estendido de um regido nucleo testado (t);
Ct: himero de amostras de um haplétipo nucleo particular (em teste);
ei : humero de amostras de cada hapl6tipo estendido presente na regiao nucleo;
s: é o numero de haplétipos estendidos na regido nucleo.

A estatistica REHH foi calculada pela férmula: EHH,/EHH, com EHH, definido

como o declinio do EHH em todos os outros haplotipos nucleos combinados, dado

por:
oy [y (¢
£ = D)l
i=1,j¢t(2)
(SABETI et al., 2002)
Em que:

n: niumero de diferentes haplétipos ndcleos no cromossomo (em relacéo ao t).
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Para a aplicagdo do teste REHH foi utilizada janela de 250 Kb para ambos
os lados da regido nucleo, devido ao menor LD observado nas racas zebuinas em
relacdo as taurinas (ESPIGOLAN et al., 2013; REGATIERI, 2013; SOMAVILLA et
al.,, 2014; PORTO-NETO et al.,, 2014; MOON et al., 2015). Para determinar a
significancia dos valores de REHH, os haplétipos foram ordenados em dez classes
de frequéncia. Para obter uma distribuicdo normal, os valores de REHH foram
transformados por escala logaritmica (-Log10). A distribuicdo das probabilidades,
os calculos da média, os desvios-padrdo e os p-valores, também foram
transformados para -Logio(P). Desta forma, aqueles haplétipos com p-valores
extremos na distribuicdo -Logio (P) superior a 2, foram considerados significativos
(QANBARI et al., 2010; FAN et al., 2014; SOMAVILLA et al., 2014; BOMBA et al.,
2015).

4.6. Anotacéo de genes nas regides candidatas do genoma

Regides cromossémicas com QTL mapeados (Tabelas 3 e 4), com valores
de REHH significativos (p<0,01), e com frequéncia de haplotipos maior ou igual a
0,25 (GLICK et al., 2012), foram estendidas 30 Kb (MOKRY et al., 2014) para
ambos os lados por varredura em busca de genes relacionados a precocidade
sexual de fémeas. A amplitude da janela foi menor que aquela utilizada por
diferentes pesquisas realizadas com varias racas bovinas (QANBARI et al., 2010;
PAN et al., 2013; FAN et al., 2014; BOMBA et al., 2015), devido ao declinio do LD
encontrado na raca Nelore (REGATIERI, 2013; ESPIGOLAN et al., 2013; PORTO-
NETO et al., 2014).

Os genes abrigados em regibes correspondentes a QTL contendo
assinaturas de selecédo segundo estatisticas REHH foram identificados com base
na ferramenta Map Viewer do NCBI e GBrowse carregada com o genoma bovino
versao UMD 3.1 (ZIMIN et al., 2009). A partir desta prospeccéo foi gerada a lista

contendo genes cujos produtos estejam relacionados com a precocidade sexual
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de fémeas, mais especificamente com a caracteristica OPP, a qual foi utilizada
para a selecdo nos rebanhos que cederam amostras para a realizacdo do
presente estudo. As informacdes relacionadas a funcédo dos genes foram obtidas a
partir dos bancos de dados Gene (NCBI-2016), Gene Ontology e GeneCards,
considerando as informacgdes provenientes das espécies Bos taurus e Homo

sapiens.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracdo de DNA e analise de qualidade e controle de qualidade

dos dados de genotipagem

A concentracdo de DNA das amostras foi ajustada para 70 ng/uL e a
relacdo de absorbancia A260/A280 ficou entre 1,80 e 2,00, possibilitando a
utilizacado do material com sucesso na analise genémica.

ApoOs o controle de qualidade dos dados de genotipagem, 24 amostras
foram excluidas por apresentarem “call rate” inferior a 0,90. As 2.011 amostras
restantes apresentaram “call rate” médio de 0,96162 + 0,00558.

Depois do processo de filtragem dos marcadores por critérios de qualidade
e de localizacdo no genoma, permaneceram 22.241 SNPs com espacamento
médio de 157,29 Kb. A MAF média e desvio-padrao deste conjunto de marcadores
foi 0,22 + 0,0005, estimativa inferior a observada pelo Bovine Hapmap Consortium
(2009) e por Somavilla et al. (2014) na raca Nelore (0,26), e proxima em relacéo a

reportada por Espigolan et al. (2013) na mesma raga (0,20).

5.2. Estatistica descritiva para marcadores e haplotipos

Na Tabela 3 esta apresentada a descricdo geral dos SNPs informativos e

das regides nucleo formadas pelos mesmos, as propor¢cdes das extensdes
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cobertas pelas regifes ndcleo versus o total da extensdo de cada cromossomo e 0
numero de SNPs por regides nucleo versus o numero total de SNPs informativos.
Nesta analise, foram excluidos os cromossomos que hao apresentaram genes ou
QTL de interesse para a caracteristica estudada. Foram formadas 2.756 regides
ndcleo, com tamanho médio e desvio-padrdo de 27,57 + 29,08 Kb, abrangendo
70,10 Mb dos 25 cromossomos estudados (3,03% do genoma). O desvio-padrao
encontrado evidenciou a alta variacdo no tamanho das regides nudcleo, que
apresentaram o minimo de 40,44 Kb no BTA27 e 0 maximo de 1.324,36 Kb no
BTA14. Dos SNPs utilizados, 17.312 (77,85%) participaram da formacdo dos
blocos, com o0 minimo de 10 no BTA27 e o maximo de 20 SNPs por regido nucleo
nos cromossomos 1, 3a 7,9 a 15,18 a 21, 23, e 24.

Os resultados encontrados mostraram menor extensdo do LD e um declinio
mais intenso a curtas distancias, quando comparados com 0s animais Bos taurus
taurus (VILLA-ANGULO et al., 2009; PORTO-NETO et al., 2014), levando a
formacao de regides nucleo menores e com poucos marcadores.(Figura 1). Assim

como relatado por Somavilla et al. (2014).
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Figura 1. Distribuigdo do tamanho das regides nucleo (A) e nimero de SNPs em regifes nlcleo
(B) no genoma bovino da raca Nelore.
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Tabela 3. Estatistica descritiva dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e regiées nucleo (“core region”- CR) distribuidos ao longo do
genoma bovino da raca Nelore associados com a caracteristica de precocidade sexual.

N° Tamanaho D||\s/|téaldnic;|a N° Ta}mgnho Tamanho Tamanho Tamanho CR_SNPs MaxCR CR_SNPs/
BTA SNPs BTA (SNPS) CR Médio CR Coberturba Max CR CR/ ") SNPs(n) SNPY
(Mbp) (Kb) (Kb) £SD CR (Kb) (Kb) BTA (%)
1 1.664 158,5 95,16 213 24,17 +21,89 5.148,38 128,60 0,03 1.241 20 0,75
2 449 136,8 305,26 62 24,73+26,72 1.533,36 178,52 0,01 311 12 0,69
3 520 121,4 233,52 51 38,58 +39,13 1.967,82 157,37 0,02 447 20 0,86
4 291 120,8 415,22 32 25,14 +35,79 804,56 176,62 0,01 188 20 0,65
5 2.518 1211 48,13 308 28,47 +29,32 8.767,77 189,28 0,07 2.074 20 0,82
6 1314 119,4 90,91 169 21,46 + 17,09 3.627,09 83,80 0,03 1.087 20 0,83
7 1432 112,6 78,66 182 18,07 +17,17 3.289,26 97,81 0,03 1.071 20 0,75
8 361 113,3 314,07 50 20,23+17,58 991,42 87,38 0,01 247 12 0,68
9 843 105,6 125,40 110 24,36 +28,61 2.679,88 160,34 0,03 719 20 0,85
10 725 104,2 143,88 80 37,33+36,37 2.986,57 156,72 0,03 628 20 0,87
11 760 107,2 141,20 110 17,97 +15,61 1.976,31 84,64 0,02 557 20 0,73
12 316 91,1 288,48 33 30,64 +28,72 1.011,12 122,58 0,01 242 20 0,77
13 1.893 84,2 44,50 233 25,04 + 25,82 5.833,59 154,22 0,07 1.438 20 0,76
14 2342 83,9 36,14 290 29,70 +82,96 8.612,53 1.324,36 0,10 1.875 20 0,80
15 269 85,2 317,06 30 39,85+4752 1.195,61 222,91 0,01 207 20 0,77
16 441 81,7 185,31 45 32,18 + 28,42 1.448,09 114,44 0,02 340 19 0,77
17 419 75,1 179,38 62 12,54+10,48 777,44 47,73 0,01 297 18 0,71
18 594 65.9 111,11 61 39,24 +39,87 2.393,93 208,24 0,04 502 20 0,85
19 1.181 63,9 54,24 153 22,03 +21,39 3.370,75 120,29 0,05 904 20 0,77
20 1.011 71,9 71,26 134 20,56 +30,19 2.755,00 240,63 0,04 705 20 0,70
21 926 71,6 77,32 104 26,67 + 26,61 2.773,88 118,22 0,04 687 20 0,74
23 237 52,5 221,65 18 68,39 + 46,69 1.231,07 177,25 0,02 229 20 0,97
24 799 62,7 78,49 97 24,83 +23,94 2.408,87 126,97 0,04 630 20 0,79
27 223 454 203,63 31 16,56 +11,31 513,36 40,44 0,01 165 10 0,74
29 713 51,1 72,24 98 20,50+17,75 2.009,17 94,71 0,04 521 16 0,73
Total 22.241  2.309,7 2.756 70.106,81 17.312
Média 157,29 27,57 + 29,08 0,03 0,77

?Dados baseados no genoma referéncia UMD 3.1. ° Tamanho de cobertura das regides ntcleo. °numero de SNPs em regides niicleo.
4SNP em regiées ndcleo /Total SNP-BTA
BTA - Bos taurus autossémicos

€€
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Na Figura 2, observa-se que houve maior concentracdo de haplotipos nas
classes de frequéncias mais baixas (10 - 30%), quando comparadas com as
demais classes. Estes resultados podem ser explicados pelo numero de SNPs
compostos em cada uma das regides nucleo. As regides nucleo com trés ou quatro
SNPs foram mais frequentes, seguidos por aquelas que apresentaram cinco a seis
SNPs (Figura 1B). Resultados semelhantes foram encontrados por Qanbari et al.
(2010), Fan et al. (2014) e Somauvilla et al. (2014) em gado Holandés, Simental e

Nelore, respectivamente.
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Figura 2. Distribuicdo do niumero de haplétipos em relacdo a frequéncia na populacao.

Ha evidéncias de um grande namero de haplétipos com baixa frequéncia em
mais de 50% das regifes nucleo (Figura 2), o que, segundo Tajima (1989), reflete
a deriva genética resultante da recente diminuicdo do N. (tamanho efetivo da
populacao). De fato, estudos realizados por Faria et al. (2009), que calcularam o Ne
das principais racas zebuinas brasileiras, verificaram que houve significativa
reducdo em consequéncia da baixa quantidade de reprodutores utilizados. Para a
raca Nelore, o N foi de 85, 98, 71 e 68 para os periodos de 1979 — 1983, 1984 -
1988, 1989 - 1993 e 1994 - 1998, respectivamente. De acordo com Villa-Angulo et
al. (2009), nas ultimas 100 geracdes, o N. da raca Nelore passou de mais de 400

para menos de 100 animais. Outra possibilidade a ser considerada é o fato de que
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as populacdes de Bos taurus indicus apresentam maior proporcdo de alelos de
baixa frequéncia no painel de SNPs utilizado, o que pode portanto, influenciar as
estimativas de LD (WEISS; CLARK, 2002; McKAY et al., 2007; PEREZ O'BRIEN et
al., 2014b).

5.3. Deteccéao de assinaturas de selecao

Para as 2.756 regides nucleo formadas, foram realizados 20.509 testes
EHH, p-valores de classes variadas foram indicados por simbolos e cores
diferentes. Desta forma, pode-se observar que a Figura 3, tem padrao semelhante
a distribuicdo dos haplotipos em funcdo das frequéncias (Figura 2). A alta
homozigose encontrada para os haplotipos de maior frequéncia na populacdo pode
ser resultado da diminuicdo da variabilidade e da selecdo artificial baseada na
disseminacdo de material genético de poucos reprodutores (VOZZI et al., 2006;
SOMAVILLA et al., 2014).

x p=0.05

0.01<p=<0.05
(B . . *  0.001<p<0.01
A pe0 00t

REHH

Frequéncia
Figura 3. Distribuicdo dos valores REHH vs frequéncia dos haplotipos nucleo (haplétipos
nacleo com valores de p< 0,01 e p< 0,001 se apresentam em azul e vermelho,
respectivamente).

Os haplétipos de regides nucleo com frequéncia menor que 25% foram
descartados. Como consequéncia, apos esta filtragem, 7.518 testes EHH foram

mantidos. A descricdo do numero de testes EHH e das regides significativas para
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cada um dos cromossomos estd apresentada na Tabela 4. Quarenta deles
atingiram nivel significativo correspondente a p<0,01, indicando regides do genoma
gue poderiam estar sob selecdo recente. Mais regibes de assinaturas de selegcao
foram observadas em maior numero nos cromossomos 1, 5, 13, 20 e 24. Os
demais cromossomos apresentaram numero moderado de regides ou ndo exibiram
regido nucleo (p>0,01).

Para melhor observacdo da distribuicdo das assinaturas de selecdo, os p-
valores transformados (-Logio) da estatistica REHH foram plotados em funcédo da
posicdo dos haplétipos nos cromossomos (Figura 4). Pode-se observar haplétipos
com p-valores extremos na distribuicdo, isto €, -Logip (P) superior a 2, foram
considerados significativos (p<0,01), nos cromossomos 1, 2, 4 a 9, 11, 13, 14, 16,
20, 21, 24 e 29, indicando que estas regifes podem conter genes que controlam a
precocidade sexual de fémeas, mais especificamente a ocorréncia de prenhez
precoce.

Os resultados da estatistica REHH (-Logio P valor) em fungéo das frequéncias
dos haplétipos das regibes nucleo (Figura 5) estdo em confluéncia com os
apresentados na Figura 4, indicam que as assinaturas de selecdo com valores
significativos podem ser atribuidas a selecdo indireta praticada sobre todo o
genoma na raca Nelore, e ndo sobre regibes cromossdmicas especificas, o que
pode ser explicado pela complexidade da arquitetura genética da caracteristica em
estudo (STRATZ et al., 2014; ZHANG et al., 2015).
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Tabela 4. Estatistica da aplicagéo do teste Homozigose do Haplétipo Estendido (EHH) em regides
de interesse no genoma de bovino da raca Nelore

p<0,05 p<0,01 p<0,001 -Log. REHH

BTA Testes EHH* (n) (n) (n) p< 0,01 e <0,001

1 568 62 3 0 2,15; 2,73; 2,47

2 192 17 2 0 2,01; 2,10

3 146 17 0 0 -

4 93 6 1 0 2,28

5 853 101 3 0 2,03; 2,16; 2,31

6 436 44 1 0 2,00

7 498 48 0 1 3,00**

8 142 10 1 0 2,12

9 324 31 2 0 2,29; 2,09

10 229 28 0 0 -

11 294 23 2 0 2,37; 2,44

12 83 10 0 0 -

13 667 63 8 0 2,14, 2,27; 2,36; 2,37; 2,14, 2,07; 2,46; 2,11

14 821 78 2 0 2,89; 2,06

15 90 7 0 0 -

16 104 7 1 0 2,39

17 172 17 0 0 -

18 164 11 0 0 -

19 433 37 0 0 -

20 330 37 5 1 2,57; 2,21; 2,36; 2,53; 2,01; 3,23**

21 258 22 2 0 2,26; 2,51

23 38 1 0 0 -

24 249 23 3 0 2,02; 2,54; 2,04

27 64 8 0 0 -

29 270 31 2 0 2,16; 2,50
Total 7.518 739 38 2 40

* Numero de testes nos haplétipos da regido nucleo com frequéncia 20,25.
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Estendido (REHH) em funcéo das frequéncias dos haplétipos nucleo. Os niveis de
significancia séo p-valor = 0,01 (linha azul) e p—valor = 0,001 (linha vermelha).

Em varios estudos encontrados na literatura que utilizaram a metodologia
REHH para identificar regides de assinaturas de selecdo em bovinos ao longo de
todo o genoma, foram observados um maior numero de regiées nucleos que
atingiram um nivel de significancia de p <0,01. Esses resultados corroboram com 0s
do presente trabalho, demostrando a intensa selecdo praticada em algumas racas
de bovinos para diferentes caracteristicas de interesse econémico. Qanbari et al.
(2010) observaram mais de 160 regides (p <0,01) com selecdo positiva recente, as
guais credenciaram-se como regides candidatas a abrigar os principais genes
relacionados a producéo e a qualidade do leite em bovinos da raca Holandesa (Bos
taurus taurus). Estudo similar foi conduzido por Pan et al. (2013) em uma populagao

de bovinos da raca Holandesa da China (Bos taurus taurus), e encontraram 541 e
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125 regibes nucleos que atingiram um nivel de significancia de p <0,05 e p <0,01,
respectivamente.

Em trabalhos realizados por Fan et al. (2014), Somauvilla et al. (2014) e Kim,
Sonstegard e Rothschild (2015) com bovinos das racas Simental, Nelore e Jersey,
respectivamente, e genotipados com diferentes painéis de SNPs (50K e 770K),
foram identificados mais de 1.900 regifes nucleos ao longo de todo o genoma.

A identificagdo de regides que mostraram sinal de selecdo positiva recente é
importante, ja que contém genes candidatos relacionados com caracteristicas de

interesse econdmico para a pecuaria.

5.3.1 Identificacdo de assinaturas de selecéo sobrepostas a QTL

Regides importantes proximas as assinaturas de selecao foram significativas
(p<0,01) e sobrepostas a diversos QTL localizados nos cromossomos 1, 2, 5, 6, 7, 8,
9, 11, 13, 14, 20, 21, 24 e 29 associados as caracteristicas reprodutivas em bovinos
como: primeiro servigo/concepcao, taxa de retencéo direta, facilidade de parto, idade
a puberdade, duracdo da gestacdo, perimetro escrotal, taxa de nascimento de
gémeos e distocia direta (Tabela 5).

Regatieri (2013) realizou estudo de associagdo entre SNPs e a caracteristica
OPP em fémeas da raca Nelore e encontrou grande numero de SNPs significativos
em regides especificas em 18 cromossomos (2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 16, 17,
19, 20, 23, 24, 25 e 26). Os SNPs de maior destaque estavam nos cromossomos
BTAG6 (entre 86,4 e 89,4 Mb e entre 99,8 e 108,8 Mb), BTA8 (entre 57,7 e 58,4 Mb e
entre 104,0 e 105,8 Mb), BTA17 (entre 19,1 e 25,6 Mb e entre 65,7 a 71,8 Mb) e
BTA19 (entre 58,7 e 61,7 Mb).



Tabela 5. Descrigédo dos QTL relacionados com caracteristicas reprodutivas, descritos na literatura préximos as regides de assinaturas de selecéao
(p<0,01) identificadas no genoma de bovinos da raca Nelore

(continua)
Posicéo Posicédo
BTA QTL Simbolo  do QTL (cM) em CR(pb) Caracteristica Referéncia

1 10275 NRR 23,94-51,01 38864433...38930065 Taxa de nédo retorno H Schrooten et al. (2004)
1 11319 FERTRT 38,08-75,81 38864433 38930065 Tratamentos de fertilidade H Hoglund et al. (2009)
1 3439 CONCRATE 49-100 38864433 38930065 Taxa de concepcao H;N Boichard et al. (2003)
2 5660 NRR 49,56-115,4 64828631...64902508 Taxa de ndo retorno H Ben Jemaa et al. (2008)
2 10662 CALEASE 60,25-67,25 64828631...64902508 Facilidade de parto A Mcclure et al. (2010)
2 1678 CALEASE 67,25-74,84 71510203...71602623 Facilidade de parto (direto) H Schnabel et al. (2005)
5 10281 NRR 17,28-32,25 23788503...23881776 Taxa de ndo retorno H Schrooten et al. (2004)
5 1376 FSHC 47-82 36285097...36350258 FSH a castracdo X He Casas et al. (2004)
6 10759 CALEASE 17,0-43,93 30992498...31065010 Facilidade de parto (direto) A Mcclure et al. (2010)
6 5387 GLENGTH 26,4-83,8  30992498...31065010 Duracao da gestacéao H Maltecca et al. (2008)
6 3562 CALEASE 53,72 30992498...31065010 Facilidade de parto (direto) H Holmberg et al. (2006)
6 6068 PUBAGE 59 30992498...31065010 Idade a puberdade (EBV) H Daetwyler et al. (2008)
6 10090 TWIN 58.96 30992498...31065010 Taxa de gémeos H Weller et al. (2008)
7 2699 DYST 10 3011684...3079449 Distocia (direta) H Kuhn et al. (2003)
7 10782  SCRCIR 8,41 3011684...3079449 Perimetro escrotal H Mcclure et al. (2010)
7 2700 SB 9 3011684...3079449 Morte fetal H kuhn et al. (2003)
8 10822 SC 11,34-30,51 14346229...14419707 Perimetro escrotal A Mcclure et al. (2010)
9 10854 SC 42,48-57,08 40419634...40503624 Perimetro escrotal A Mcclure et al. (2010)
9 3565 CONCEPT 77,55 40419634...40503624 Inseminag¢Bes por concepgao H Holmberg et al. (2006)
9 3566 NRR 77,55 40419634...40503624 Taxa de nao retorno H Holmberg et al. (2006)
9 5005 INSINT 49,99-51,85 40419634...40503624 Intervalo entre inseminagéo H Hoglund et al.(2009)
9 11352 DYST nd 50658167...50725784  Distocia (direta) H Seidenspinner et al. (2009)
9 10293 NRR nd 50658167...50725784 Taxa de nao retorno H Schrooten et al. (2009)

H= Holandés; A= Angus; B= Brahman; He= Hereford; J= Jersey;F= Fleckvieh; B= Brangus; N= Normande; nd= n&o definido

Fonte: animalgenome.org. 2016 (www.animalgenome.org/QTLdb).
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http://www.ansi.okstate.edu/breeds/cattle/BRANGUS/index.htm
http://www.animalgenome.org/cgi-bin/gbrowse/bovine/

Tabela 5. Descrigdo dos QTL relacionados com caracteristicas reprodutivas, préximos as regiées de assinaturas de selegao (p<0,01) identificadas
no genoma de bovinos da raca Nelore

(concluséao)

Posicéo Posicédo
BTA QTL Simbolo do QTL (cM) em CR (pb) Caracteristica Raca Referéncia
11 9922 SPMOT 11,0-58,0 38641878...38710691 Motilidade espermética H Druet et al. (2009)
13 11385 DYST 39,64-72,31 24020076...24083587 Distocia (maternal-direta) H Seidenspinner et al. (2009)
13 11446 SB 59,9-62,6 41115351...41178728 Morte fetal H Kuhn et al. (2003)
14 3518 CALEASE 29,8 4751237...4817006 Facilidade de parto (direto) H Kaupe et al. (2007)
14 5374 CLENGTH 6,1-48,8 4751237...4817006 Duracéo da gestacéo H Maltecca et al. (2008)
14 3525 NRR 18,7 4751237...4817006 Taxa de ndo retorno H Kaupe et al. (2007)
14 3526 SOUND 18.7 4751237...4817006 Solidez estrutural (pénis) H Kaupe et al. (2007)
14 6213 PUBAGE nd 4751237...4817006 Idade a puberdade (EBV) H Daetwyler et al. (2008)
14 5374 GLENGTH 6,1-48,8 28229914...28328533 Duracao da gestacao H;J Maltecca et al. (2008)
14 10959 CALEASE  33,31-43,66 28229914...28328533 Facilidade de parto (direto) A Mcclure et al. (2010)
14 5385 CLENGTH 31,1-64,5 28229914...28328533 Duracao da gestacao H Maltecca et al. (2008)
20 3573 NRR 19,14 6676574...6758626 Taxa de ndo retorno H Holmberg et al. (2006)
20 11388 SB 8,2-37,8 6676574...6758626 Morte fetal H Seidenspinner et al. (2009)
20 15213 CALEASE 20,9-31,36 16216130...16312341 Facilidade de parto (direto) H Sahana et al. (2011)
20 15210 CALVIND 20,9-31,36  16216130...16312341 indice de partos H Sahana et al. (2011)
21 11389 SB 0-37,81 5189423...5264966 Morte fetal H Seidenspinner et al. (2009)
21 15044 CALEASE 2,97 5189423...5264966 Facilidade de parto (direto) F Pausch et al. (2011)
24 1642 CALEASE 8,152-30,53 16341917...16439807 Facilidade de parto (direto) H Ashwell et al. (2005)
29 5371 CLENGTH 0,84-61,8 27621242...27708039 Duracao da gestacao H Maltecca et al. (2008)
29 22899 FSC 31,3-32,7 27621242...27708039 Primeiro servigo/ concepcéao B Peters et al. (2013)
29 1666 SOUND 29,2-46,6 27621242...27708039 Solidez estrutural (penis) H Ashwell et al. (2005)

4%
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As regides de assinaturas de selecdo encontradas no BTA6 no presente
estudo, relacionam-se a QTL associados a determinadas caracteristicas
reprodutivas (Tabela 5), que encontram-se proximas aos SNPs significativos para
OPP relatados por Regatieri (2013). Estudos utilizando diferentes racas bovinas
descreveram regifes gendmicas no BTAG6, que contém QTL com efeitos sobre
caracteristicas reprodutivas de interesse econdmico, tais como: taxa de prenhez,
indice de fertilidade, facilidade ao parto e longevidade, evidenciando selecéo
positiva (DAETWYLER et al., 2008; OLSEN et al., 2009; SAHANA et al., 2010;
COLE etal., 2011; PINTUS et al., 2013; MANCINI et al., 2014).

As assinaturas de selecdo identificadas nos cromossomos 1, 5 e 13
demostram evidéncias de selecéo positiva para OPP, com provavel presenca de
alelos que expliguem a expressao fenotipica dessa caracteristica, uma vez que
estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS) relataram regifes nestes
cromossomos proximas a regibes de assinatura de sele¢cdo encontradas no
presente trabalho, como portadores de QTL e SNPs associados a diversas
caracteristicas reprodutivas em bovinos (KHATKAR; RANDHAWA; RAADSMA,
2014). O trabalho conduzido por Regatieri (2013) apresentou quantidade
significativa de SNPs (5%) em regides especificas dos cromossomos
autossomicos, incluindo o 1, 5 e 13, indicando potenciais regides de QTL para a
caracteristica OPP. Igualmente, McDaneld et al. (2014), descreveram a presenca
de um segmento genémico situado no BTA5 (58,37 -58,44 Mb), que continham
uma delecdo associada a diminuicdo da eficiéncia reprodutiva em cruzamentos
Bos taurus indicus, proximos as assinaturas de selecdo encontradas neste
trabalho para o0 mesmo cromossomo. Também, esses autores demonstraram
SNPs para eficiéncia reprodutiva em BTAL, 5, 21 e 25. Alguns cromossomos (1, 2,
5, 9, 14 e 20), identificados na presente pesquisa com assinaturas de selecéao,
contém QTL para taxa de nao retorno, caracteristica que foi relacionada a
eficiéncia reprodutiva das fémeas bovinas por Khatkar et al. (2014).

O cromossomo 14 possui varios QTL identificados que afetam mdultiplas
caracteristicas reprodutivas nos bovinos (SASAKI et al., 2013; HYEONG; IQBAL;

KIM, 2014). A grande relevancia do BTA14 neste estudo com a raca Nelore &
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devido a identificacdo de assinaturas de selecdo, sobrepostas a QTL para
caracteristicas importantes como: idade a puberdade, duracdo de gestacéo,
facilidade ao parto e taxa de retencao direta. Pesquisas conduzidas por Daetwyler
et al. (2008) e Hawken et al. (2012) identificaram algumas regiées cromossdmicas
responsaveis pela variabilidade da idade a puberdade, encontrando 169 SNPs
significativos (p<0,001), com maior numero localizados entre 22 e 25 Mb no
BTA14. Algumas das regides genomicas de assinaturas de sele¢cdo encontradas
no BTAl1l4 para OPP localizam-se proximas a esses SNPs, o que presume
associacfes entre essas variaveis. Estimativas de correlacdo genética negativa
(menor que -0,3) sugerem que a selecdo direcionada para animais com idade a
puberdade precoce, pode resultar em alguma resposta correlacionada ao aumento
da eficiéncia reprodutiva, em virtude das estimativas de herdabilidade
apresentados pelas caracteristicas idade a puberdade e OPP (MORRIS; CULLEN,
1994; JOHNSTON et al., 2013).

Os resultados encontrados no presente estudo de sobreposicdo entre
assinaturas de selecdo e QTL descritos, indicam que o processo de avaliacdo
genética praticado nas fazendas, onde empregou-se a OPP como método de
selecdo para a caracteristica de precocidade sexual, influenciaram também outras
caracteristicas reprodutivas. A identificacdo de assinaturas de selecdo
sobrepostas a QTL pode ser utilizada como informacéo inicial para a exploracao
de regibes do genoma nas quais existem genes importantes no controle de
caracteristicas de relevancia econdmica. Segundo Somavilla et al. (2014), existe,
ainda, a possibilidade de se estudar regibes que podem ter sido alteradas em

funcéo de respostas correlacionadas.
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5.4. Identificacdo de genes funcionais nas regiées com assinaturas de

selecéo

De acordo com a metodologia aplicada, foram encontradas 40 regides
significativas pela estatistica REHH (p<0,01), onde foram encontrados 56 genes.
As descricoes dessas 40 regibes estdo relatadas na Tabela 6. Dos 56 genes
analisados, 44 possuem func¢des bioldégicas conhecidas, entre as quais se
destacam: processos biolégicos envolvidos no metabolismo mitocondrial,
desenvolvimento pds-embrionario, regulacdo da taxa de ovulacdo e fertilidade,
resposta imune, metabolismo de triglicerideos, proliferacdo celular, neurénios
receptores olfativos, entre outros (Tabela 7). Estes papéis biol6gicos sugerem que
tais genes podem influenciar, em maior ou menor escala, as caracteristicas
reprodutivas de fémeas, em especial, a ocorréncia de prenhez precoce. Dentre os
44 genes com funcdes conhecidas, subgrupo cujos produtos proteicos
aparentemente estdo mais envolvidos com a caracteristica em estudo, foi
escolhido para discusséo.

A complexidade da embriogénese impBe a atribuicdo de multiplos
processos celulares que intervém no desenvolvimento do embrido. Os genes
relacionados ao metabolismo de proteinas (GFM2 e GALNT®6), lipideos (PIP4K2A
e HEXB), transcricdo (CDC40) e processo de morfogénese (SPTBN1) merecem
atencao pelo fato de que, em confluéncia, podem estar associados com respostas
bioldgicas inter-relacionadas com a precocidade sexual de fémeas Nelore.
Investigacbes mais aprofundadas dos genes sob selecédo positiva com fungcédo em
processos celulares, inclusive de expressdo génica, sdo recomendadas para
elucidar os mecanismos adjacentes ao desenvolvimento embrionario em bovinos e

para corroborar os dados encontrados no presente trabalho.
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Tabela 6. Total de genes por cromossomo identificados pela estatistica Homozigose Relativa do

Haplétipo Estendido (REHH) nas regiées cromossomicas significativas (p<0,01).

Posicao das regides

c (em pb) Total de Genes Genes
romossomo . N genes com sem
identificadas pela . o ~ ~
analise REHH identificados funcéo funcéo
na regido conhecida conhecida
1 38864433...38930065 0 0 0
1 39529880...39598604 0 0 0
1 44242642...44346061 4 4 0
2 64828631...64902508 1 1 0
2 71510203...71602623 2 1 1
4 50381692...50455566 1 1 0
5 23788503...23881776 1 0 1
5 28552221...28629665 4 4 0
5 36285097...36350258 1 1 0
6 30992498...31065010 1 1 0
7 3011684...3079449 2 2 0
8 14346229...14419707 0 0 0
9 40419634...40503624 2 2 0
9 50658167...50725784 0 0 0
11 37228780...37291133 2 2 0
11 38641878...38710691 1 1 0
13 24020076...24083587 1 1 0
13 41115351...41178728 1 0 1
13 41125311...41202232 0 0 0
13 41148514...41211985 0 0 0
13 42478765...42543252 6 6 0
13 42613940...42716842 0 0 0
13 48362628...48429346 1 0 1
13 48617062...48688022 2 1 1
14 4751237...4817006 0 0 0
14 28229914...28328533 0 0 0
16 23629461...23694440 0 0 0
20 6676574...6758626 2 2 0
20 16216130...16312341 0 0 0
20 16350212...16415350 0 0 0
20 16350212...16415350 0 0 0
20 16415092...16483764 0 0 0
20 16434388...16517921 0 0 0
21 5189423...5264966 1 1 0
21 6586616...6664038 1 1 0
24 16341917...16439807 0 0 0
24 16525223...16594212 0 0 0
24 16973152...17052179 0 0 0
29 27621242...27708039 10 5 5
29 27751352...27861891 9 7 2
56

IN
N
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Tabela 7. Genes localizados préximos as regides cromossdmicas de assinaturas de selecdo no genoma bovino da raca Nelore e candidatos a

influenciar as caracteristicas reprodutivas de fémeas.

(continua)
*Gene Gene ID* BTA Posicao (pb)* Processos bhiolégicos
TBC1D23 518370 1 44199166...44255977 Resposta imune e apoptose
NIT2 520620 1 44261477...44281308 Metabolismo de composto de nitrogénios na célula e apoptose
TOMM70A 507707 1 44292838...44332178 Metabolismo mitocondrial e apoptose
LNP1 507217 1 44261441...44281386 Desenvolvimento do sistema nervoso central
NCKAP5 786958 2 64102656...65214068 Proliferacéo celular
DBI 768330 2 71561192...71566372 Metabolismo de triglicerideos
LOC781951 781951 4 50364596...50387098 Resposta imune
GALNT6 506903 5 28543995...28615499 Metabolismo de proteinas
TRNAG-CCC 100170915 5 28552221...28629665 RNA transportador
CELAl 281139 5 28615582...28637018 Desenvolvimento embrionério
TMEM117 614719 5 36197271...36316933 Crescimento celular (Reticulo endoplasmético)
SLC4AS8 537901 5 28468245...28576109  Transporte transmembranar (bicarbonato de sédio)
BMPR1B 407128 6 30797077...31322263 Regulagéo da taxa de ovulacéo, fertilidade e apoptose
WNT3A 522467 7 2948313...3017653 Desenvolvimento embrionario
WNT9A 511308 7 3070478...3077105 Desenvolvimento embrionario
CDC40 514003 9 40471774...40520275 Transcricdo a partir do promotor de RNA polimerase Il
METTL24 785203 9 40335194...40462569) Dominio metiltransferase
EML6 516921 11 37289720...37575519 Regulagéo da transcricdo
SPTBN1 526027 11 37028024...37241384  Transporte de proteinas- citocinese mitética e Morfogénese
CCDCS85A 525800 11 38706388...38930062  Transducao de sinal celular
PIP4K2A 533289 13 23899335...24086139 Metabdlismo de lipideos / Desenvolvimento dos megacariocitos
MGC133636 515992 13 42481841...42485869 Regulagéo negativa da atividade de endopeptidase
LOC617402 617402 13 42488775...42493106 Regulagéo negativa da atividade de endopeptidase
CST8 617395 13 42500560...42508896 Regulagéo negativa da atividade de endopeptidase
LOC531692 531692 13 42520281...42529176 Regulagéo negativa da atividade de endopeptidase

*Fonte: Banco de dados Gene (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), 2016.

Ly



Tabela 7. Genes localizados proximos as regides cromossdmicas de assinaturas de selecdo no genoma bovino da raca Nelore e candidatos a
influenciar as caracteristicas reprodutivas de fémeas
(concluséo)

Nome Gene Gene ID BTA Posicéo (pb) Processos biolégicos

LOC781567 781567 13 42533830...42536605 Regulagdo negativa da atividade de endopeptidase
LOC505033 - CSTIL 505033 13 42540766...42543484 Regulagdo negativa da atividade de endopeptidase
FERMT1 524427 13 48617012...48677728 Polaridade celular epitelial/ proliferacdo de queratindcitos
GFM2 527467 20 6669159...6740437 Processo catabdlico de GTP / Metabolismo de proteinas
HEXB 618571 20 6721327...6753670 Ovogénese/Metabdlismo de lipideos

GABRG3 613670 21 4534950...5336913 Transporte transmembranar/Transmissao sinptica
ADAMTS17 538131 21 6514303...6926926 Protedlise

LOC513062 513062 29 27855446...27856369 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC514864 514864 29 27845519...27846454 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC781383 781383 29 27837610...27838499 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

OR8G2 532490 29 27330800...27331735 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC781319 781319 29 27622831...27629154 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC512722 512722 29 27656041...27656977 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC787694 787694 29 27820502...27821434 Neurdnios receptores olfativos (ORNSs)

LOC510984 510984 29 27786854...27787786 Neurdnios receptores olfativos (ORNSs)

OR8D2 521903 29 27693146...27694087 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC787625 787625 29 27770678...27771604 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC782191 782191 29 27750649...27751581 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

LOC781359 781359 29 27615864...27618144 Neurénios receptores olfativos (ORNS)

8y
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Durante o desenvolvimento embrionario, a apoptose tem importancia
fundamental na morfogénese e na ovogénese (CUI et al.,, 2011; MERESMAN,
2011). Nesse momento do desenvolvimento, ocorre intensa proliferacdo e
diferenciagdo celular, bem como aumento da complexidade das estruturas
embrionarias. A apoptose resulta na eliminagdo de mais de 99% das células
germinativas do ovario por meio da atresia folicular. Menos de 1% das células
germinativas que culminaram em ovOcitos esta sujeita a sofrer apoptose durante a
tltima fase da ovogénese na maioria das espécies de mamiferos (TILLY, 2001;
MATSUD et al., 2012). Numerosos genes possuem propriedades pré-apoptoticas
e podem ser ativados ou inibidos por variedade de sinais intrinsecos ou
extrinsecos. Alguns dos genes identificados no presente trabalho desempenham
esse tipo de funcéo.

O gene TBC1D23 (TBC1 domain family, member 23), por exemplo, é
considerado pré-apoptético (RAB-GAP) em células sométicas e germinativas,
realizando funcéo essencial na depuracdo de agentes patogénicos (VICTORINO;
ALPER, 2013). Da mesma forma, o gene NIT2 (Nitrilase family, member2), que se
expressa em multiplos tecidos e cuja proteina geralmente atua no citoplasma,
desempenha importante acdo inibitéria no crescimento celular. A expresséo
ectopica de NIT2 foi associada com a proteina 14-3-3, que € altamente
conservada e fundamental na regulacéo do ciclo celular e apoptose (MHAWECH,
2005; LIN et al., 2007). Outro gene, cujos transcritos apresentam funcbes pro-
apoptéticas € o TOMM70A (Translocase of outer mitochondrial membrane 70
homolog A). Além disso, este gene codifica uma proteina que participa na
regulacdo e na translocacdo de proteinas através da membrana mitocondrial
(ALVAREZ-DOLADO et al.,, 1999, EDMONSON et al., 2002, JOSEPH; HOOD,
2012), o que permitiu que Byrne et al. (2010) o associassem a transi¢ao entre o

desenvolvimento fetal tardio e o nascimento em ovelhas.
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A taxa de apoptose pode ser utilizada para avaliar a qualidade de ovocitos e
embrides (ROTH; HANSON, 2004; RODRIGUEZ et al., 2006). Varios estudos tém
evidenciado estreita associacdo entre o0 processo de apoptose e a morte de
ovQcitos e células da granulosa, demonstrando que o evento esta envolvido com a
inducdo da atresia folicular (TILLY et al., 1991; JANOWSKI et al., 2012). Em
bovinos, demonstrou-se que taxas de apoptose de 5 a 30% nas células da
granulosa, influenciam positivamente o desenvolvimento de ovocitos (FENG et al.,
2007; JANOWSKI et al., 2012). Warzych et al. (2013) demostraram que existe
associacado positiva entre a morfologia dos ovécito e o indice de apoptose das
células do cumulus. Tal sugestdo estd de acordo com o fato de que 0s ovocitos
entregam fatores anti-apoptéticos (BMPR1B) em células do cumulus, o que
poderia explicar a atresia mais tardia em células do cumulus em comparacdo com
as células da granulosa (IRVING-RODGERS et al., 2001; MANABE et al., 2004).

Alguns dos genes identificados como atuantes na proliferagcdo celular,
também exercem efeito em processos como o desenvolvimento cerebral,
reproducdo e alimentacdo. O gene NCKAPS5 (NCK-associated protein 5) é
expresso essencialmente nas células cerebrais, leucécitos e trofoblastos da
placenta de humanos (MATUOKA et al., 1997; XIA et al., 2014). Este gene foi
associado com o ganho de peso médio diario e com o consumo de matéria seca
em bovinos (SERAO et al., 2013), componentes importantes da eficiéncia
alimentar. Desse modo, o gene NCKAP5 merece destaque, uma vez que as
caracteristicas de eficiéncia alimentar estdo diretamente ligadas a reproducao
(GUIMARAES et al., 2011; FUNSTON et al., 2012; GUNN et al., 2014; NEL;
RIMBACH; PILLAY, 2015).

O tecido adiposo tem papel dindmico na homeostase energética em todo o
corpo, agindo como um endocrino (TOFFOLATTI et al., 2006; HAUSMAN; BARB;
LENTS, 2012). Neste sentido, o gene DBI (Diazepam binding inhibitor “GABA

receptor modulator, acyl-CoA binding protein”) codifica proteina envolvida no
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metabolismo dos lipidios e no deslocamento de beta-carbolinas e
benzodiazepinas, as quais modulam a transducéo de sinal dos receptores GABA
(acido gama-aminobutirico) localizados nas sinapses cerebrais. O GABA influencia
fortemente a liberacdo dos hormonios LH (hormonio luteinizante) e FSH (horménio
foliculo estimulante), por meio da estimulacdo da secrecdo de GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina) (KAH et al., 1992; SLOLEY et al., 1992; FORTES et
al., 2010). Pesquisa desenvolvida por Li et al. (2009) relacionou o gene DBI com a
regulacdo pré-ovulatéria e o processo ovulatério em bovino, como resposta ao
pico de LH.

Quatro genes relacionados ao desenvolvimento embrionario (CELAL,
BMPR1B, WNT3A e WNT9A) também foram identificados. Alguns destes genes ja
foram associados a caracteristicas econbmicas importantes em trabalhos
descritos na literatura. Um exemplo disso € o gene CELAL1 (Chymotrypsin- like
elastase family member 1), que é expresso no endométrio de bovino, e é essencial
na sobrevivéncia do embrido no periodo de pré-implantacdo (KILLEEN et al.,
2014).

Outro gene associado ao mesmo processo biolégico € o BMPR1B (Bone
morphogenetic protein receptor, type IB), este pertence a superfamilia TGF-81
(Fator de crescimento transformador -B1), que € amplamente relacionada a
foliculogénese e a ovulacdo em bovinos, ovinos, ratos, suinos, cabras, bufalos e
humanos (BODIN, 2006; FARHADI et al., 2013; NILSSON; ZHANG; SKINNER,
2013; AHLAWAT et al., 2014; LI et al., 2014). O trabalho conduzido por Garcia et
al. (2015), detectou producdo abundante de mRNAs para do gene BMPRI1B,
durante o desenvolvimento precoce de blastocistos em bovino. Os autores
sugerem que o embrido poderia ser alvo das proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs), durante o deslocamento ao longo do oviduto, o que forneceu novas
evidéncias que sugerem que a sinalizacdo por BMPs poderia ter fungéo potencial

na pré-implantacdo de embribes de bovinos, especialmente nos estagios iniciais
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de crescimento (PENNINGTON; EALY, 2012; WANG; YAO, 2014). Além disso,
padrbes diferentes de expressdo do gene BMPR1B, sugerem func¢éo inibitéria na
diferenciacéo e na atresia folicular durante a taxa de ovulacdo em fémeas bovinas
(GASPERIN et al., 2014). Desse modo, esse gene é um candidato promissor a ser
estudado, objetivando melhor compreensdo dos processos biolégicos que
controlam a foliculogénese ovariana e a taxa de ovulacao.

O alelo Booroola (FecB) do gene BMPR1B esté diretamente correlacionado
com a alta taxa de ovulacdo em ovelhas (MULSANT et al., 2001; LOPEZ-
RAMIREZ et al., 2014; CHEN et al., 2015). A causa potencial da alta taxa de
ovulagdo é o produto da fase folicular precoce devido ao aumento dos receptores
de LH em células da granulosa (HENDERSON et al., 1987; SOUZA et al., 2001).
Estudo conduzido por Marchitelli e Nardone (2015) permitiu a observacdo de
polimorfismos no gene BMPR1B (rs109496270, rs109117120 e rs110544775) que
estdo associados a taxa de ovulacdo em bovinos da raca Maremmana (Bos taurus
taurus) originaria da regido da Toscana e Lazio, Italia. Desta forma, o estudo do
gene BMPR1B poderia ser indicado para situacbes em que seja importante o
aumento da taxa de ovulacdo, como no caso do uso dos rebanhos de empresas
gue se especializam na producéo e comercializacdo de embrides.

O gene WNT3A (Wingless-type MMTYV integration site family, member 3A) é
considerado ativador da via de sinalizacgdo WNT candnica, envolvida nas mais
importantes funcdes relacionadas a embriogénese, a formacdo dos precursores
mesodérmicos, e aos processos de cardiogénese, regeneracdo de 0Orgaos e
formacdo 6ssea (CHEN et al., 2009; PRAKASH, 2014). Também esta associado a
regulacéo da gonadotrofina, e modula, em conjunto com o FSH, a regulagao das
células da granulosa por meio da via de sinalizacdo WNT/beta-catenina
(HERNANDEZ; HUNZICKER-DUNN; NILSON, 2009; SCHREIBER; SPICER,
2012). Denicol et al. (2013) demonstraram a presenca de varios genes da familia

dos WNT, incluindo WNT3A e WNT9A, na pré-implantacdo do embrido bovino (dia
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6, estagio de moérula), os quais apresentaram associagdo com 0 aumento na
proliferacéo celular (WANG et al., 2006; SMADJA et al., 2010). Kempet al. (2005)
observaram que alguns membros da familia de genes WNT (WNT3A, WNTS6,
WNT7B, WNT9A, WNT10B), exibiram altos niveis de expressdo em blastocistos
de embrides de ratos. A alta expresséo da via de sinalizagdo WNT candnica pode
inibir o desenvolvimento do embrido bovino (HANSEN; DENICOL; DOBBS, 2014),
uma vez que limita o desenvolvimento embrionario na fase de blastocisto e o
namero de blastobmeros (DENICOL et al., 2013).

O gene CCDCS85A (Coiled-coil domain containing 85A) é expresso no
endométrio de humanos (KOBAYASHI, 2014; BRUEGGMANN et al,
2014).Tanikawa et al. (2013) realizaram GWAS em populacédo de 15.000 mulheres
japonesas e observaram a associagao significativa do gene CCDC85A com a
idade da menarca. Em bovinos este gene esta localizado préximo (-8 Kb) da
regido do FSHR (Follicle-stimulating hormone receptor), que se encontra sob
selecdo positiva na raca Nelore (SOMAVILLA, 2014). Em estudo conduzido por
Fortes et al. (2010), o gene FSHR foi vinculado com a idade a puberdade em
bovinos. Porto-Neto et al. (2014) consideraram que regides com distancia
menores a 10 Kb estdo em desequilibrio de ligacdo, ou seja, provavelmente os
genes CCDCB85A e FSHR podem estar ligados. Entretanto, no presente estudo a
regido que contém o gene FSHR néo foi significativa.

Os genes descritos anteriormente com fungdes conhecidas na manutencéo
da prenhes, podem ser importantes para o programa de selecdo praticada no
rebanho estudado para caracteristicas de precocidade sexual em fémeas e,
portanto, poderia ser esperado evidenciar genes que participam destes processos.

As andlises dos genes MGC133636, LOC617402, CST8, LOC531692,
CST9 e LOC505033, encontrados no cromossomo 13, revelaram suas relagdes
com processos biologicos de regulacdo negativa das atividades endopeptidicas.

Estes genes, membros da superfamilia das proteinas inibidoras das cisteina
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proteinase (CST), geralmente estdo associados além da inibicdo e regulacéo de
cisteina proteinase, a quimiotaxia de neutrofilos e ao processamento de horménios
relacionados a implantacdo do embrido (VRAY et al., 2002; SONG et al., 2010,
BASTON-BUEST et al.,, 2010; ZHAO et al., 2014). Investigagbes em suinos,
bovinos e outros mamiferos associaram algumas proteinas codificadas pelos
genes da superfamilia CST, como o CST6, com o rapido aumento da elongacgéo
do trofoblasto durante a pré-implantacdo na gestacdo (GEISERT et al., 1997;
GRAY et al., 2004; SIMMONS et al., 2009; FORDE et al., 2014; 2015). A alta
afinidade de CTS com o colageno (KIRSCHKE et al., 1982) e a elastina (MASON
et al., 1982) sugere que os CST desempenhem func¢des importantes na fixacdo da
placenta de porcas jovens, entre os dias 13-18 da gestacdo por meio de
protedlises limitadas do glicocélice epitelial uterino (GEISERT et al., 1997).

Alguns membros desta familia como o CST8 (Cystatin 8 “cystatin-related
epididymal specific’) e o CST9 (Cystatin-9-like) sdo altamente expressos no trato
reprodutivo masculino (epididimo e testiculos) enquanto que em outros tecidos
apresentam baixos niveis de expressao (NATH, 2013; FAN et al.,, 2014b).
Acredita-se que o CST8 possua papel importante na regulacdo das proteinas
inibidoras da protease do epididimo (CORNWALL et al., 2007), proporcionando
atividade especifica de acdo antimicrobiana nos espermatozoides (WANG et at.,
2005). Também possui funcédo contraceptiva, o que sugere papel importante na
fertilidade (O'RAND et al., 2004). Ensaio in vitro com ratos nocauteados, em que 0
gene CST8 foi desligado funcionalmente, apresentaram problemas de fertilidade,
incluindo a falta de capacidade dos espermatozoides para unirem-se a zona
pelucida e fundirem-se com o ovécito. Pesquisas adicionais comprovaram que
espermatozoides de ratos nocauteados (CST8 -/-) n&o sofreram reacgao
acrossomal induzida pela progesterona, mostrando reducdo da fosforilagcdo da
tirosina associada com a capacitagdo espermatica, o que indica atividade
relevante do gene CST8 durante a fertilizagdo (CHAU; CORNWALL, 2011). Em
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fémeas de ratos descobriu-se que o0 mRNA dos genes CST estdao associados
principalmente as células iniciais do corpo liuteo e a expressdo temporal no
desenvolvimento do foliculos priméarios e secundarios (HSIA; CORNWALL, 2003;
HSIA et al., 2005).

Assinaturas de selegcdo no BTA 29 evidenciaram a presenca de mdltiplos
genes sob selecdo (LOC513062, LOC514864, LOC781383, OR8G2, LOC781319,
LOC512722, LOC510984, LOC787694, LOC787625, LOC782191, LOC781359 e
OR8D2), que fazem parte da familia de receptores olfativos (ORs). Similar aos
genes envolvidos com a reposta imune, esses genes representam ferramenta
essencial nos processos comportamentais, como na reproducdo e caca. Os ORs
codificam proteinas — G, pertencentes a Classe | ou A, juntamente com o0s
receptores para opsinas e catecolaminas (BOCKAERT; PIN, 1999). Estas
proteinas fornecem a base para a deteccdo de moléculas odoriferas volateis pelos
neurdnios sensoriais olfativos (BUCK; AXEL, 1991). A capacidade de identificar
moléculas presentes no ar, por meio do ato de cheirar, proporciona aos seres
vivos a capacidade de traduzi-las em informacdes (HOWARD et al.,, 2015) e
desenvolver respostas propicias que permitam a sobrevivéncia, a alimentacéo e a
reproducdo (HAYDEN; TEELING, 2014; PAUDEL et al., 2015; DA SILVA et al.,
2015). A explicacéo fisioldgica para estes genes estarem associados a OPP, é
gue receptores olfativos podem atuar nas células germinativas que séo
promotoras dos gametas (DIEDRICHS et al., 2012), afetando sua producéo e,
consequentemente, a reproducédo. Os genes ORs, normalmente apresentam alto
grau de polimorfismo (UEHARA, 2008). Este genes encontram-se amplamente
distribuidos em todo o genoma dos mamiferos, e na maior parte das espécies,
encontra-se numeros consideraveis de pseudogenes (NIIMURA; NEI, 2007;
NIIMURA, 2013). Embora s6 tenhamos encontrado ORs no cromossomo 29, Lee
et al. (2013) por meio de analises do sequenciamento do genoma bovino,

localizaram ORs em diferentes regides cromossémicas, distribuidos em 25
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cromossomos. Entre os ORs evidenciados naquele trabalho, 881 apresentaram
funcdo conhecida e 190 sdo pseudogenes. O grande numero de pseudogenes
encontrados séo proprios dos padrées evolutivos dos ORs, indicando perda de
funcéo resultantes do acumulo de mutacdes e da pressao de selegcdo (HAYDEN;
TEELING, 2014).

As interacdes entre a molécula de odor (odorante) e seus respectivos
receptores (sistemas quimiossensoriais) ativam determinadas vias de transducéao
de sinal que ocasionam a despolarizacdo do neurénio, gerando impulsos elétricos
que sdo transmitidos até o cérebro. Os quimiorreceptores estao presentes nos
gametas, agindo na quimiotaxia entre espermatozéide e O6vulo. Os
espermatozoides expressam quimiorreceptores que ndo apresentam grande
afinidade por qualguer outra molécula, devido a sele¢cdo negativa dentro do
testiculo, mas séo potencialmente receptivos a quimiorreceptores fornecidos pelas
células da granulosa que rodeiam os ovdcitos e o liquido folicular, viabilizando a
fecundacao (ZIEGLER et al., 2010; FOSTER; ROURA; THOMAS, 2014).

Os diferentes processos bioldgicos observados na Tabela 9 corroboram a
premissa de que a maior parte das caracteristicas de interesse econémico na
producdo animal, ndo s6 sdo controladas por muitos genes e regides do genoma,
mas também envolvem diversos processos bioldgicos. Dessa forma, muito
provavelmente os genes identificados neste trabalho controlam apenas parte da
caracteristica sob selecdo. Mais estudos devem ser realizados no sentido de
melhorar o conhecimento a respeito das rotas metabolicas que envolvem as
caracteristicas associadas a precocidade sexual em fémeas Nelores,
demonstrando assim, a interligacdo dos genes envolvidos com a fecundagéo, a

embriogénese e a prenhez.
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CONCLUSOES

A aplicacdo da analise estatistica REHH, em QTLs previamente mapeados
para caracteristicas reprodutivas de fémeas bovinas, permitiu a identificacdo de
blocos do genoma da raca Nelore que apresentam padrbes de homozigose e
frequéncias compativeis com assinaturas de selecdo recente nos cromossomos 1,
2,4,5 6,7,9, 11, 13, 20, 21 e 29. Dentro dessas regides foi identificado um
namero importante de genes que desempenham, de forma geral, papéis
fundamentais em processos biolégicos relevantes que podem estar associados a
precocidade sexual em fémeas da raca Nelore, tais como: metabolismo
mitocondrial, desenvolvimento p6s-embrionério, regulacdo da taxa de ovulacdo e
fertilidade, resposta imune, metabolismo de triglicerideos, proliferacdo celular,
neurbnios receptores olfativos, entre outras. O grande numero de regides
cromossOmicas e genes identificados estédo de acordo com o esperado, uma vez
que j4 é sabido que precocidade sexual é uma caracteristica complexa e
influenciada por diversos fatores.

A investigacdo de mecanismos regulatorios da expressdo dos genes
associados aos processos biologicos descritos anteriormente pode oferecer
conhecimentos sobre os mecanismos moleculares que afetam a caracteristica
ocorréncias de prenhez precoce, contribuindo para o aprimoramento dos
programas de melhoramento genético da raca Nelore.
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