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IDENTIFICAGAO DE REGIOES COM VARIAGOES NO NUMERO DE COPIAS
DOS SEGMENTOS DE DNA EM BOVINOS DE LEITE

RESUMO - Com o avango das tecnologias genémicas, permitiu-se detectar no
genoma de humanos e animais domésticos elevado numero de variagdes estruturais
cromossémicas, como variagdo no numero de copias (CNV). No melhoramento
genético de animais domésticos, CNVs podem auxiliar no entendimento da
variabilidade genética de caracteristicas de importancia econdmica, pois a maioria
dessas regides influenciam a expressao de genes com fungdes bioldgicas especificas.
Com a finalidade de verificar possiveis relacbes de CNVs com caracteristicas de
sanidade, reprodutivas e produtivas em rebanhos leiteiros, o objetivo deste trabalho
foi detectar e caracterizar CNVs em bovinos da raca composta Girolando (Gir X
Holandés), identificar CNVs especificas em animais Girolando oriundas de animais da
raca Gir e Holandés e investigar a diferenciagado populacional entre as trés ragas por
meio da variagdo no numero de copias nas regides proximas aos genes anotados no
genoma bovino. Para deteccdo das CNVs por meio dos dados de painel de
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), no capitulo 2, foram utilizados registros de
1.607 vacas genotipadas com painel de SNP de média densidade (50K SNP) e de
280 touros genotipados com painel de alta densidade (HD SNP). A deteccao foi
realizada por meio do modelo oculto de Markov implementado pelo programa
PennCNV. Foram utilizados dois touros ressequenciados para identificagcdo das CNVs
pelo método “read -depth” por meio dos dados de sequenciamento de nova-geragao
(NGS). Um total de 203 e 213 regides candidatas de CNVs foram selecionadas pelos
painéis de 50K e HD, respectivamente. Dele¢des e duplicagcdes relacionadas a
resisténcia a parasitas, susceptibilidade a doencgas e reproducéao, foram encontradas
principalmente nos cromossomos BTA 5 e BTA 17. A deteccdo e caracterizagao das
CNVs realizadas em bovinos de leite de raca composta demonstrou melhor
entendimento das caracteristicas de adaptabilidade ao clima tropical, como resisténcia
a doencas e eficiéncia reprodutiva. No capitulo 3, foram utilizados cinco animais da
raca Holandés, 14 animais da raca Gir e dois animais da raca Girolando. Apds o
alinhamento do genoma foi realizada a detecgdo das CNVs pela metodologia baseada
em “read-depth”. A estatistica Vsr.foi calculada pela média do numero de copias nas
regides proximas aos genes anotados no genoma bovina. Genes relacionados com
fertilidade (MEPCE, ASB3) e susceptibilidade as doengas (HLX, MIR-455) foram
anotados nas regides especificas compartilhadas entre Girolando e as racas
formadoras (Gir e Holandés). Os valores de Vst variaram de -0,37 a 0,98. Os genes
AOX1, SLBP, TACC3 e PRAME, apresentaram elevado Vsr, indicando diferenciagcao
populacional pelo numero de copias, possivelmente originarias durante os processos
de domesticacao das subespécies. Regides especificas de CNVS foram identificadas
nos animais Girolando provenientes do Gir e do Holandés. O estudo de diferenciacéo
populacional evidenciou selecdo positiva no genoma de animais da raga Gir e
Girolando para caracteristicas relacionadas a adaptagcdo desses animais aos
ambientes de clima tropical, possivelmente originadas do processo de domesticagao.
Palavras-chave: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, divergéncia populacional,
genbmica, sequenciamento de nova-geragao



COPY NUMBER VARIATION DISCOVERY IN DAIRY CATTLE

ABSTRACT - The advances of the genomic technologies has enabled to identify a
high number of chromosomal structural variations in human and domestic animal
genomes, such as copy number variation (CNV). In animal breeding, CNVs may assist
to understand genetic variability of the economic important traits due most of the CNVs
influence gene expression with specific biological functions. To identify possible CNVs
linked to health, reproductive and productive traits in dairy cattle, the objective of this
work was to detect and to describe CNVs in Girolando cattle (Gir x Holstein), to identify
breed-specific CNV regions in Girolando from Gir and Holstein, and to investigate the
population differentiation among the breeds using the copy number located on regions
within annotated genes. In chapter 2, the CNV detection using single-nucleotide-
polymorphism (SNP) panel was carried out on 1.607 females genotyped with the
medium-density SNP panel (50K SNP) and 280 bulls genotyped with high-density
panel (HD SNP) using Hidden Markov model implemented by PennCNV software.
CNV calling also was perform using read-depth method applied on next-generation
sequencing (NGS) data from two bulls resenquenced. A total of 203 and 213 CNVs
candidate’s regions were picked using 50K e HD panels, respectively. Deletions and
duplications related to parasite resistance, to disease susceptibility, and to
reproductive efficiency was observed mainly located on chromosome BTA 5 and BTA
17. The detection and characterization of the CNVs in composite dairy cattle breed
demonstrated better understanding of the traits, such disease resistance and
reproductive efficiency. In chapter 3, the CNV calling was carried out on three
Girolando bulls, 14 Gir bulls, and five Holstein bulls resequenced using the “read-
depth” method implemented by CNVnator software. The Vsr statistic was calculated
for the average of the copy number in regions located near annotated genes. Genes
linked to fertility (MEPCE, ASB3) and disease susceptibility (HLX, MIR-455) were
mapped on specific regions shared between Girolando and the pure-breeds (Gir ans
Holstein). Vst values ranged from -0.37 to 0.98. The genes AOX1, SLBP, TACC3 and
PRAME, showed high Vsr, indicating high level of the population differentiation for the
copy number located on the regions near of these genes. We found CNVR regions in
Girolando specific from Gir and Holstein. The population differentiation study
evidenced positive selection in genome of the Gir and Girolando animals for traits
related to the adaptability of the breeds in tropical environmental may have originated
from the domestication process.

Keywords: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, genomic, next-generation
sequencing, population differentiation



CAPIiTULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

O Brasil tem produzido anualmente em torno de 24 bilhdes de litros de leite,
sendo uma das maiores produgdes do mundo. No entanto, a produtividade média por
animal é de apenas 1.320 litros/ano (USDA, 2017). Com a finalidade de aumentar a
produtividade do plantel, busca-se em programas de melhoramento genético de
bovinos de leite aprimorar nos rebanhos brasileiros caracteristicas de producao e
qualidade de leite, sanidade e fertilidade (SILVA et al., 2013).

Uma das estratégias que tem sido aplicada para melhorar a eficiéncia produtiva
e a lucratividade da cadeia do leite no pais é a utilizacdo de sistemas de
acasalamentos entre ragas zebuinas e taurinas. Animais cruzados e de ragas
compostas sao responsaveis por cerca de 80% da produgdo de leite no Brasil, sendo
a maioria bovinos da raga Girolando (COLE; SILVA, 2016). A raga Girolando foi
formada por meio de cruzamentos entre bovinos da raga Gir (zebuino) e da raca
Holandés (taurino) com a finalidade de explorar os efeitos de heterose e a
complementaridade entre as caracteristicas favoraveis do Gir, como rusticidade e
adaptabilidade e a elevada producao de leite da raca Holandesa.

Programas de melhoramento genético tem incluido informag¢des genotipicas
nas avaliagbes genéticas para auxiliar no aumento do progresso genético de
caracteristicas de interesse econdmico tais como, produgao de leite e fertilidade
(HAYES et al.,, 2009; OLSON; VANRADEN; TOOKER, 2012). A integragdo de
métodos moleculares, como marcadores genéticos, com o sistema de avaliagao
genética baseada no pedigree, tem permitido reduzir custos de produgao,
principalmente com os testes de progénie e identificar alelos letais recessivos
(WIGGANS et al., 2017).

Com a disponibilidade de tecnologias gendmicas, tais como painéis de
genotipagem com milhares de marcadores genéticos do tipo SNP (polimorfismo de
nucleotideo unico) e sequenciamento de nova-geragao (NGS), permitiu-se detectar
elevado numero de variagdes estruturais cromossémicas presentes no genoma
humano e de animais domésticos (FEUK et al., 2006; JIANG et al., 2013), tais como



inversdes, translocag¢des e variagdo no numero de copias dos segmentos de DNA
(CNV), sendo esta ultima, o tipo de variagdo mais comum identificado no genoma.

CNV pode ser definido por delegbes ou duplicacbes de segmentos
cromossOmicos com tamanho que variam de um quilo pares de bases (Kb) até varios
megabases (Mb) (HENRICHSEN et al., 2009). Essas variagbes sdo menos frequentes
no genoma em relagdo aos SNPs. Entretanto, devido a alta variabilidade entre os
individuos constituiu-se como importante fonte de diversidade e variabilidade genética
populacional (REDON et al., 2006). As CNVs podem influenciar na expressao génica
(MARGARETO et al., 2009; ZHANG et al., 2009), e consequentemente modificar
fendtipos de interesse econdmico (BICKHART et al., 2014) como susceptibilidade a
doengas (WANG et al., 2012).

Estudos de identificacdo de regides com variagcdbes no numero de copias dos
segmentos de DNA sao importantes para os programas de melhoramento genético de
bovinos leiteiros, pois auxiliam na compreensao dos processos bioldgicos envolvidos
na expressao fenotipica das caracteristicas de produgcdo (XU et al., 2014),
reprodutivas (DUCOS et al., 2008) e principalmente de sanidade (ZHANG et al., 2009).

2 OBJETIVOS GERAIS

Neste trabalho o objetivo foi identificar e caracterizar regides com variagdées no

numero de copias nos segmentos de DNA em bovinos de leite.

2.10Objetivos Especificos

2.1.1 Buscar genes anotados nas regides de CNVs relacionados as caracteristicas de
sanidade, reprodutivas e produtivas de leite, em animais da raga Girolando por meio
dos dados de painel de genotipagem.

2.1.2 Detectar delegdes e duplicagdes por meio de dados de sequenciamento de
nova-geragao em touros da raga Gir, Holandés e Girolando.

2.1.3 Identificar possiveis CNVs especificas em animais Girolando provenientes de
bovinos Gir e Holandés

2.1.4 Obter diferenciagdo populacional entre as ragas por meio do numero de cépias



das regides proximas aos genes anotados no genoma bovino.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Araga Girolando

A formacdo da raga Girolando iniciou-se na década de 1940, por meio do
cruzamento entre animais da raga Holandés (Bos taurus taurus) e Gir (Bos taurus
indicus), com a finalidade de produzir animais altamente produtivos que se
adequassem ao clima e aos diferentes sistemas de manejo e clima dos ambientes
tropicais (CANAZA-CAYO et al. 2014). Somente no ano de 1996 a raga foi oficializada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Os animais considerados puros sintéticos da raca Girolando pelo MAPA, sao
aqueles que apresentem proporc¢ao de genes 5/8 Holandés e 3/8 Gir. Existem diversas
estratégias de acasalamentos alternados entre as ragas Holandés e Gir para a
formagao do puro sintético e sdo direcionados de acordo com os objetivos de selegao
do produtor. A produtividade dos animais da raca Girolando dependem do processo
de selecao durante a formacéao da raga, sendo necessario a escolha ideal dos animais
de racas puras (FACO et al., 2005; FACO et al., 2008).

As caracteristicas de producao de leite, idade ao primeiro parto e intervalo de
partos sao influenciadas pela composi¢cao genética dos animais e pelo sistema de
criacdo (FACO et al., 2009). A média de produgéo de leite, em 305 dias, pode variar
aproximadamente de 2.000 quilos até 5.000 kg (GROSSI; FREITAS, 2002;
MCMANUS et al., 2008). Na literatura, foi reportado média da duragéo da lactacao de
230 a 337 dias (GLORIA et al., 2002; GUIMARAES et al., 2002). Para média de idade
ao primeiro parto foi relatado valores de 32 a 42 meses (FACO et al.,, 2005;
MCMANUS et al., 2008) e para intervalo de partos valores médios de 11 a 14 meses
(FACO et al., 2005; MCMANUS et al., 2008).

Pode-se considerar que animais da raga Girolando sdo bem adaptados aos
sistemas de producéo do Brasil, com bom desempenho produtivo, principalmente em
boas condi¢des de manejo nutricional (SILVA; VELOSO, 2011).



3.2 Variag6es cromossomicas estruturais

O advento da gendémica revelou polimorfismos de nucleotideo unico como mais
abundante fonte de variagédo genética e fenotipica em mamiferos (SACHIDANANDAM
et al., 2001; MANOLIO et al. 2009). Porém, microscopicas variagbes estruturais
cromossOmicas nos genomas de eucariotos, podem gerar alteragao fenotipica por
meio de mudancgas na dosagem e regulagao génica (IAFRATE et al., 2004; LIU et al.,
2010). Essas variagbes podem ser duplicagbes segmentares, também conhecidas
como “low copy repeat”, variagdes no numero de cépias, rearranjos de posi¢ao, como
translocacdes e de orientagdo, como as inversdes (FEUK et al., 2006).

As duplicagdes segmentares sdo definidas como segmentos de DNA que
ocorrem em duas ou mais copias por genoma hapldide, com as diferentes copias
compartilhando mais de 90% de similaridade de sequéncia (BAILEY et al., 2001). As
variagdes no numero de copias (CNV — “Copy Number Variation”) sdo definidas como
alteragbes gendmicas com pelo menos um Kb de extensdo, envolvendo ganhos ou
perdas em comparagdo com um genoma de referéncia (IAFRATE et al., 2004,
HENRICHSEN et al., 2009). Estas variagées sdo amplamente distribuidas no genoma
e influenciam na expressao génica, variagao fenotipica e adaptagdo por meio de
desregulacao e da alteragdao da dosagem génica (ZHANG et al., 2009). Além disso,
sdo importantes para identificar variabilidade genética em humanos e animais
domeésticos (REDON et al., 2006; STOTHARD et al., 2011; CLOP et al., 2012).

Pesquisas tém sido realizadas para avaliacdo das CNVs em diferentes
espécies animais tais como bovinos (LIU et al., 2010; HOU et al., 2012a; BICKHART
et al., 2012; JIANG et al., 2013; BOUSSAHA et al., 2015), ovinos (FONTANESI et al.,
2011; LIU et al., 2013), caprinos (FONTANESI et al., 2010), suinos (CHEN et al., 2012;
Ll etal., 2012; WANG et al., 2013) e aves (SKINNER et al., 2009; WANG et al., 2010;
LUO et al., 2013; ABERNATHY et al., 2014). Em bovinos, a facilidade de acesso a
dados gen6micos tem possibilitado a realizagdo de multiplos estudos envolvendo
CNVs nessa espécie (FADISTA et al, 2010; LIU et al., 2010; HOU et al., 2012b).

De acordo com o banco de dados Genomic Variants archive (DGVa) da base

EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/dgva) foram identificadas no genoma bovino 10.680


http://www.ebi.ac.uk/dgva

CNVs. O tamanho e numero de CNVs detectados variaram entre os estudos (BAE et
al., 2010; LIU et al., 2010; HOU et al., 2012a; HOU et al., 2012b; CICCONARDI et al.,
2013), dependendo da técnica molecular, do algoritmo utilizado para a detecgéo de
CNV, do tamanho da amostra e da estrutura da populagcdo (HENRICHSEN et al.,
2009).

3.3 Mecanismos de formagao das CNVs

Os mecanismos de recombinagdo homologa nao-alélica (NAHR), parada na
replicagdo do DNA ou troca da forquilha de replicagdo mediadas por regides com
micro-homologia (FOSTES), jungdo das extremidades ndo homologas (NHEJ) e
retrotransposicao de elementos 1, sdo os principais eventos de formagdo das
variagdes do numero de cdpias nos segmentos de DNA (CNV) (CLOP et al., 2012).

A NAHR ocorre por meio do emparelhamento entre as sequéncias de LCRs
(“low copy repeats”) ou duplicagbes segmentadas (GU; ZHANG; LUPSKI; 2008) que
compartilham alta homologia entre si. O mecanismo FOSTES ocorre durante o
processo de replicagdo do DNA, em que a fita tardia recém-sintetizada (“lagging
strand”) pode se desprender da fita molde de DNA e se anelar em outra forquilha de
replicagdo com micro-homologia entre as regides, continuando a sintese da fita na
forquilha invadida (LEE; CARVALHO; LUPSKI, 2007). O processo pode ocorrer em
sequéncia, gerando multiplas alteragdes no genoma (ZHANG et al., 2009). As CNVs
geradas pelo processo FOSTES somente ocorrem na fase da duplicagdo do material
genético (fase S do ciclo celular) (BICKHART; LIU, 2014).

A juncao das extremidades ndao homologas (NHEJ) é utilizada para reparar a
quebra da dupla fita de DNA (DSB). Esse mecanismo permite a ligacdo das
extremidades do DNA por meio da inser¢géo ou delegédo de poucos nucleotideos (1-4
bp) nas jungdes das fitas quebradas, gerando uma “cicatriz informativa” no genoma
(LIEBER, 2008). Este mecanismo nao depende da presenc¢a de LCRs e podem ocorrer
em qualquer regidao gendmica susceptivel a DSB (GU; ZHANG; LUPSKI; 2008). NHEJ
estd mais associado com as variagbes estruturais de dele¢des (SHAW; LUPSKI,

2005) e translocagdes nos cromossomos (LIEBER et al., 2010).
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Figura 1. Mecanismos de formacgao de variagao no numero de cépias (CNV). (A) CNVs
gerados pela recombinagcdo homologa nao alélica (NAHR) em que ocorre
recombinacdo de segmentos gendmicos nao-alélicos com alta similaridade (caixa
azul). (B) Parada na replicagdo do DNA ou troca da forquilha de replicagdo mediadas
por regides com micro-homologia (FOSTES) ocorre quando a fita “lagging” (linha
pontilhada vermelha) associa-se em uma diferente regido do genoma com
similaridade. (C) Quebra da dupla fita na sequéncia de DNA (linhas azuis). Ocorre a
substituicdo dos nucleotideos perdidos nos pontos de quebra e os fragmentos séo
ligados nos pontos de quebra das fitas. Se os fragmentos ligados sdo de
cromossomos diferentes, podem ocorrer duplicagdes ou delecbes. Adaptado de
Bickhart e Liu (2014).

As CNVs também podem ocorrer pela insercdo dos elementos intercalados
longos (“Long interspersed elements” - LINE-1), ou retrotransposons. Esses
elementos sdo abundantes no genoma de mamiferos (MORRISH et al., 2002), sua
transposicdo no genoma ocorre por meio do intermédio de RNA, em que

provavelmente é transcrito pela RNA polimerase Il (BABUSHOK et al., 2007).



3.4 Técnicas para identificagao, analise dos dados e validagao das CNVs

As CNVs podem ser detectadas por diferentes técnicas que abrangem todo
genoma, como hibridizagdo genémica comparativa por meio de microarranjos de DNA
(CGH), plataformas de genotipagem em alta densidade com marcadores genéticos do
tipo SNP (BeadChip) e sequenciamento gendmico de ultima geracdo (NGS)
(BICKHART; LIU, 2014). A técnica CGH, como descrito por Duan et al. (2013),
compara o numero de cépias entre a amostra do DNA referéncia e outra amostra teste,
identificando dele¢des ou duplicagdes de material genético em regides especificas do
DNA. Essa técnica é uma das mais acuradas para deteccdo de CNVs (ALKAN; COE;
EICHLER, 2011). Entretanto, devido ao alto custo e grande numero de amostras
necessarias, recomendou-se o uso de técnicas alternativas, tais como painéis de
genotipagem (WINCHESTER; YAU; RAGOUSSIS, 2009).

Devido a disponibilidade de diversos painéis de SNP comerciais para
genotipagem de animais domésticos, estes tém sido amplamente utilizados na
identificacdo, mapeamento e estudos funcionais de CNVs na pecuaria (LIU et al.,
2013). A deteccdo das CNVs por meio das plataformas de genotipagem de
marcadores do tipo SNP baseia-se na medida da intensidade do sinal da fluorescéncia
emitida na definicdo dos gendtipos e na relagao alélica de cada SNP, pois a duplicagao
ou delecado de determinada regido ira resultar em aumento ou redug¢ao na intensidade
do sinal da fluorescéncia. Para que a detecgdo das CNVs seja confidvel, os painéis
de SNPs devem apresentar densidade suficiente para identificacdo de CNVs.

Metodologias utilizando painéis de SNPs de média densidade (50K) tém
detectado CNVs muito maiores em relacdo as plataformas de CGH e aos painéis de
SNP de alta densidade, aumentando a chance de deteccdo viesada de CNVs
(FADISTA et al., 2010, BAE et al.; 2010, JIANG et al., 2012, XU et al., 2013). Isto
ocorre, pois os painéis de 50K SNP apresentam maiores distancias entre as sondas
(“probes”), dificultando a identificagdo de pequenas CNVs. No entanto, painéis de SNP
com alta densidade promovem resultados precisos e confiaveis. No sequenciamento
de nova-geragdo (NGS), é possivel mapear todo o genoma e caracterizar
detalhadamente as variagdes estruturais (ZHAN et al., 2011; BICKHART et al., 2015).
Entretanto, a tecnologia de NGS exige ferramentas computacionais robustas e



eficientes para trabalhar com a enorme quantidade de dados gerados (DUAN et al.,
2013).

Existem diversas metodologias para detecgao de CNVs,a partir dos dados de
painéis de SNP, implementadas em diversos programas computacionais como GADA
(PIQUE-REGI et al., 2008), QuantiSNP (COLELLA et al., 2007), PennCNV (WANG et
al., 2007), SVS (Golden Helix), e por meio da técnica de NGS como, CNV-seq (XIE ;
TAMMI, 2009), CNVnator (ABYZOV et al., 2011), Control-FREEC (BOEVA et al.,
2012), Delly ( (RAUSCH et al., 2012) e Lumpy-SV (LAYER et al., 2014).

3.4.1 Identificagdo das CNVs por meio dos painéis de SNP

Os algoritmos para detecgao de CNVs por meio de painéis de SNP utilizam a
intensidade do sinal da fluorescéncia emitido para cada SNP, provenientes da leitura
das plataformas de genotipagem. As principais medidas de avaliagao da intensidade
sdo arazao do log de R (LRR) e a frequéncia do alelo B (BAF). A LRR é uma medida
relativa de intensidade, sendo calculada pelo logaritmo na base dois da razdo da
intensidade do sinal observado da amostra (R observado) pela intensidade do sinal
normalizado esperado (R esperado), sendo LRR = log, (Robservado/Respemdo)
(PEIFFER, et al. 2006).

A duplicagdo ou delecao de uma regidao especifica & determinada pela
comparacgao do sinal das amostras em relagao a uma sequéncia de DNA referéncia,
em que o aumento da intensidade do sinal da fluorescéncia em determinada regiao
representa amplificacbes ou duplicagdes, e reducdo do sinal representa delecdes
(CASSESE et al., 2014). A frequéncia do alelo B representa a medida normalizada da
taxa de intensidade relativa do sinal de cada alelo (COLELLA et al., 2007).

As metodologias implementadas nos algoritmos sao basicamente
paramétricas, como cadeias ocultas de Markov e nao-paramétricas, como
segmentacgao binaria (OLSHEN et al., 2004). Jiang et al. (2012), em estudo realizado
em bovinos da raca Chinese Holstein, compararam os programas computacionais
PennCNV, GADA e cnvPartition, pelos quais foram detectadas 219, 169 e 140 CNVs,
respectivamente, com apenas 42 regibes em comum para os trés programas. Os

autores concluiram que a utilizagéo de varios algoritmos para detec¢cao de CNV pode



reduzir resultados falsos-positivos, entretanto pode ocorrer aumento da taxa de falsos-
negativos. Segundo Winchester, Yau e Ragoussis (2009) o tamanho da amostra e o
poder dos testes estatisticos sdo os principais fatores para obtencao de resultados
confidveis em estudos de CNV.

O programa computacional PennCNV (WANG et al.,, 2007) tem sido
amplamente utilizado em estudos de animais domésticos (HOU et al., 2012a; SILVA
et al., 2016a; MA et al., 2017). A detecgdo de CNVs pelo PennCNV ocorre por meio
das metodologias bayesianas do modelo das cadeias ocultas de Markov utilizando o
LRR e o BAF para cada marcador SNP. Quando ocorre uma dele¢ao, ha diminuicao
dos valores de LRR e uma auséncia de heterozigotos nos valores de BAF (os
agrupamentos de gendtipos de SNPs localizam-se ao redor de 0 ou 1), ja na presenca
de uma duplicagdo, ha aumento nos valores de LRR e uma separagdo do gendtipo
heterozigoto em dois grupos (Figura 2). Alguns estudos em bovinos tém utilizado o
programa Golden Helix SNP and Variation Suite (SVS) (XU et al.,2014; ZHOU et al.,

2016), em que somente o LRR ¢é utilizado para detecgdo das CNVs.
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Figura 2. llustracao dos valores da razéo do log de R (LRR) e frequéncia do alelo B (BAF)
para o cromossomo 15 de um individuo. Uma regido normal do cromossomo tem trés grupos
de gendtipos BAF, representados como AA, AB e BB, com valores de LRR centralizados
proximo a zero. Regido de coépia neutra LOH (“loss of heterozygosity’— perda de
heterozigosidade) tem valores de LRR normais, mas sem o gendtipo AB. O aumento no
numero de copias de uma regiao de CNV pode ser detectado baseado no aumento do niumero
de picos na distribuicao de BAF, assim como no aumento dos valores de LRR. Os padrdes de
LRR e BAF para diferentes regides de CNV, regiées com numero normal de copias (duas),
regides de LOH neutras sao diferentes entre si, por isso a combinagao de LRR e BAF pode
ser usada para promover a identificagdo das CNVs (Adaptado de Wang, 2007).
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3.4.2 Identificagdo por meio do sequenciamento de nova geragao

No sequenciamento de DNA de nova geragao, fragmentos do material genético
séo lidos como milhares de segmentos curtos, denominados de “reads” ou leituras. A
montagem do genoma, consiste em alinhar todos os segmentos curtos para a
reconstrugao da sequéncia do genoma. A cobertura gendmica, ou seja, 0 numero de
vezes que determinada regido do genoma € coberta pelas leituras, contribui para
aumentar a acuracia de identificacdo da sequéncia de DNA na regido considerada.
Na tecnologia do sequenciamento ndo existem regides pré-definidas como nos painéis
de genotipagem. Deste modo, as CNVs e os pontos de quebra (breakpoints)
detectados sdo mais precisos, pois as leituras oriundas do NGS sao aleatoriamente
amostradas para todo o genoma com alta cobertura e resolugdo das sequéncias
(ALKAN; COE; EICHLER, 2011; ZHAO et al., 2013)

Considerando os algoritmos de montagem de genomas, existem quatro
principais métodos para identificagdo de CNVs por meio de dados de NGS (Figura 3).
O método “paired-end mapping” (PE) (CHEN et al., 2009; HORMOZDIARI et al. 2009),
€ baseado no conceito em que as leituras possuem uma determinada distribui¢ao para
os fragmentos de DNA, em que um evento de deleg¢ao ou duplicagao € detectado se
as distancias entre as extremidades dos fragmentos mapeados no genoma referéncia
forem significativamente diferentes da média do tamanho esperado daquele
fragmento de DNA. Se as extremidades dos fragmentos sdo mapeadas em uma
orientacdo diferente da esperada, pode ser indicativo de um evento de inversao
(FEUK, 2010). O método de “split-reads” (SR) (YE et al., 2009), consiste no
mapeamento de apenas uma das “reads” no genoma referéncia. A leitura mapeada &
utilizada como ancora para delimitar a busca pela leitura ndo-mapeada, sendo que a
localizacdo da leitura ndo-mapeada podera ser o ponto-de-quebra da variagao
estrutural. A grande vantagem deste método ¢é a identificacdo acurada da localizagao
dos eventos de CNV.O método montagem de novo, ou seja, que ndao ha genoma
referéncia como base para o alinhamento das sequéncias, permite identificar as
variagbes estruturais, por meio das regides gendmicas discrepantes entre a

montagem de novo e o genoma referéncia.
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Figura 3. Diferentes métodos de detecgdo de CNVs por meio de dados de
sequenciamento de Uultima geracao (NGS). A. “Paired-end mapping” (ambas
extremidades de um fragmento de DNA) B. “Split-reads” (reads nao alinhadas) C.
“‘Read depth” D. “Assembly” E. Método combinando a metodologias “read-depth” e
mapeamento “Paired-end”. Adaptado de Zhao et al. (2013).

A deteccao por meio da metodologia “read-depth” (RD) (XIE; TAMMI, 2009;
MILLER et al, 2011; ABYZOV et al., 2011) depende da densidade de alinhamento das
leituras ao longo dos cromossomos, em que regides com alta cobertura sao
duplicagdes e as que apresentarem baixa cobertura sdo dele¢cdes. Na maioria dos
algoritmos para detecgdo dos eventos de CNV por meio do RD é considerado o
modelo de distribuigdo de probabilidades de Poisson (XIE;TAMMI, 2009; MILLER et
al. 2011). Comparado com os demais métodos como PEM e SR, pelo método RD &
possivel identificar o numero de eventos de CNV, uma vez que os demais permitem a

identificacdo somente da posi¢cao das CNVs.
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Além disso, o algoritmo baseado no RD é apropriado para detectar longas
variagdes, sendo que pelos métodos baseados no PE e no SR o poder de detecgao
para essas CNVs é menor (YOON et al., 2009). Essa metodologia tem sido
amplamente utilizada nos estudos de deteccao de CNV (BICKHART et al., 2012;
WANG; NETTLETON; YING, 2014; GAO et al, 2017; ZARE et al. 2017) devido a
capacidade de identificar os eventos com alta-resolu¢do. Ha diversos programas que
empregam o algoritmo baseado em “read-depth” tais como, SegSeq (CHIANG et al.,
2009), CNVnator (ABYZQV et al. 2011) e Read-depth (MILLER et al., 2011).

3.4.3 Validagao das CNVs

Apos a deteccdo das CNVs, se faz necessario a validagdo das regides
encontradas por meio de técnicas moleculares, como gPCR (PCR em tempo real) (LIU
etal, 2010; HOU et al., 2012; JIANG et al., 2013; XU et al., 2014). A reag&o quantitativa
em cadeia da polimerase, € amplamente utilizada para quantificar acidos nucleicos
(DNA/RNA) pela amplificagcdo de determinada sequéncia alvo, permitindo maior
sensibilidade de detecgado. O fragmento amplificado é monitorado em tempo real, por
meio da intensidade de fluorescéncia emitida. Varios reagentes de amplificagao estéo
disponiveis no mercado, incluindo sondas de hidrolise (por exemplo, sondas
TagMan®), ou moléculas de ligacdo que emitem fluorescéncia quando ligadas a
cadeia dupla do DNA em regides nao-especificas, como o corante SYBR Green®
(VANGUILDER et al., 2008).

Devido ao custo da analise de qPCR, quantidade suficiente de material
biolégico e tempo necessario para as analises, alguns autores tém considerado a
validacgéo in silico das CNVs em animais domésticos (SILVA et al., 2016b; LETAIEF
et al.,, 2017). Esse tipo de validagdo consiste em verificar CNVs em comuns
detectadas por meio de diferentes técnicas, como exemplo painéis de genotipagem e
NGS. Também é possivel realizar a validacdo por meio da informacao genotipica de
familia, considerando que a maioria das CNVs na progénie, deve ser herdada dos pais
(LOCKE et al., 2006). Entretanto, esse método de validacao ainda é limitado devido
as diferencas nas tecnologias, como resolugao dos eventos detectados e técnicas de

analises.
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3.5 Estudo de associacao entre CNVs e fendtipos de interesse e importancia
de CNVs no melhoramento genético de bovinos

A associagao de regides das CNV (CNVRs) com fenétipos de interesse, como
susceptibilidade as doencas, tém sido foco de estudos para pesquisadores de
diversas areas, com o objetivo de entender melhor os processos bioldgicos envolvidos
na expressao destas caracteristicas. As CNVRs sao determinadas pelo agrupamento
das CNVs identificadas em diferentes amostras com sobreposi¢cdo de no minimo um
par de base (REDON et al., 2006). Recomenda-se a utilizagcdo de CNVRs em estudos
de associacdo com fendtipos, pois CNV identificadas individualmente podem detectar
grande numero de resultados falsos-positivos devido a alta taxa de ruido na
intensidade do sinal (CASSESE et al., 2014). As analises de associagao entre CNVs
e caracteristicas de interesse ainda ndo sdo bem estabelecidas como os estudos de
associagdo com SNP (GWAS) (KIM et al., 2012). Varios métodos estatisticos podem
ser empregados para analises de associacdo com CNVRs, como por exemplo
regressao linear (XU et al., 2014; ZHOU et al., 2016).

O principal objetivo do estudo de CNVs na pecuaria é identificar a associagao
destas regides com caracteristicas de interesse econémico, como producéao de leite,
fertilidade e doengas que afetam o desempenho produtivo. Muitas CNVs tém sido
localizadas em regides conservadas do genoma, identificadas em diferentes
individuos e espécies, sugerindo que regides de CNV podem estar sob selecao
positiva ou negativa, permitindo a sua utilizagdo em programas de melhoramento.

Seroussi et al. (2010), encontraram regides de CNV localizadas no
cromossomo 18 (BTA18) associadas a produgao de proteina, gordura e permanéncia
no rebanho em bovinos da raga Holstein. Nesta mesma raga, Jiang et al. (2013)
relataram 367 regides de CNV e encontraram 610 genes anotados nestas regiées com
diferentes funcdes moleculares. Na raca Angus, Hou et al. (2012a) detectaram CNVs
associadas a susceptibilidade de infestacao por nematoides intestinais.

Xu et al. (2014), identificaram em bovinos da raga Holstein genotipados com o
painel de 50K SNP, 34 CNVs associadas com QTL (“quantitative trait loci”) para
caracteristicas de producgéao de leite, gordura e proteina e porcentagem de gordura e

proteina. Estes mesmos autores encontraram nas regiées de CNV os genes DGAT1



14

e VPS28, relacionados a producao de leite. Zhou et al. (2016), em bovinos da raga
Nelore (Bos taurus indicus) encontraram 231 CNVs, sendo 17 regides associadas com
caracteristicas de crescimento, com precocidade e ganho de peso ao desmame. Silva
et al. (2016a) também na raca Nelore, relataram regides de CNV associadas com
maciez da carne.

Bickhart et al. (2012), detectaram 1.265 regides de CNVs no genoma bovino
utilizando dados de sequenciamento (NGS) de seis individuos (5 Bos taurus taurus e
1 Bos taurus indicus). Estes autores relataram que genes relacionados com
resisténcia a patdégenos e parasitas (como CATHL4 e ULBP17) estavam presentes
em maior numero de copias no individuo da raca Nelore em comparagdo com 0s
bovinos taurinos, enquanto que os bovinos taurinos (Angus e Holstein) apresentaram
maior numero de cépias para os genes envolvidos no transporte e metabolismo de
lipideos. Boussaha et al. (2015), também utilizando dados provenientes de NGS,
identificaram 547 delegcbes e 410 duplicagbes em 62 touros (27 Holstein, 17
Montbéliarde e 18 Normande). Estes autores encontraram regidées de CNV dentro ou
sobrepostas a regides de QTL para a producao de leite e escore de células somaticas.
Gao et al. (2017) identificaram 6.015 CNVRs e relataram 10 genes candidatos (como
IGF2, FOX0O3, SCD5) relacionados a producado de gordura e proteina do leite,
utilizando dados de NGS de oito touros da raga Holstein.

Os resultados das pesquisas tém revelado complexidade das CNVs no genoma
bovino, originando questdes sobre o impacto dessas variagdes estruturais na selegao
de caracteristicas produtivas em animais domeésticos (BICKHART; LIU, 2014).
Estudos de identificacdo de regides com variagbes no numero de coépias dos
segmentos de DNA sao importantes para os programas de melhoramento genético de
bovinos leiteiros, pois auxiliam na compreensao dos processos bioldgicos envolvidos
na expressao fenotipica das caracteristicas de producao, reprodutivas e sanidade.
Entretanto, alguns fatores ainda devem ser melhorados, como o mapa do genoma

referéncia bovino, a anotacado dos genes e as técnicas de detecgao e validagao.
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CAPITULO 2 IDENTIFICAGAO DE VARIAGAO NO NUMERO DE COPIAS DE
SEGMENTOS DE DNA EM BOVINOS GIROLANDO

RESUMO - Variagdo no numero de cépias nos segmentos de DNA (CNV), como
delecdes e duplicagdes tém sido identificadas no genoma bovino por meio de diversas
técnicas, tais como painéis de genotipagem de SNPs e sequenciamento de nova
geracdo (NGS). CNVs podem influenciar fenotipos relacionados principalmente a
sanidade e reproducdo. O objetivo deste estudo foi detectar regides de CNV no
genoma de bovinos Girolando (Gir X Holandés) e identificar genes candidatos
proximos a essas regides para caracteristicas produtivas, de sanidade e reprodutivas.
Foram utilizados registros de 1607 vacas genotipadas com painel de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) de média densidade (50K SNP), 280 touros genotipados com
painel de alta densidade (HD SNP) provenientes da base de dados gendmicos da
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. e dois touros ressequenciados. A
identificacdo das CNVs utilizando painéis de SNP foi realizada por meio do modelo
das cadeias ocultas de Markov implementado no programa PennCNV e por meio dos
dados de sequenciamento de nova geragado (NGS) empregando a metodologia “read-
depth” no programa CNVnator. As regides de CNV (CNVR) foram determinadas pelo
agrupamento das CNVs individuais com pelo menos um par de base em sobreposigao.
As CNVRs candidatas foram denominadas por meio da confirmacéo in silico, em que
regides detectadas pelos painéis de 50K e HD estivessem em sobreposi¢ao reciproca
de no minimo 50% com as regides detectadas nos touros por meio de dados NGS.
Foi realizado analise de prospecgédo dos genes e de enriquecimentos génico (p <
0,05) por meio dos termos Mesh e Gene Ontology. A partir dos dados de NGS foram
confirmadas 873 CNVs detectadas em 418 fémeas pelo painel de 50K, agrupadas em
203 CNVRs, com tamanho médio de 53,27 kb (quilobase). Para a detecgao pelo painel
HD, 4.402 CNVs foram confirmadas em 262 touros e agrupadas em 213 CNVRs. Um
total de 184 e 198 CNVRs candidatas selecionadas pelos painéis 50K e HD,
respectivamente, estavam em sobreposicdo com QTL conhecidos associados a
caracteristicas de importancia econémica de bovinos de leite como produgao de leite,
gordura e proteina. Os principais genes candidatos anotados dentro das CNVRs foram
GBP4, GIMAP7, OR6C1, ZNF800, WC1, IGLL1 e IGF2. Foi encontrada uma
duplicacao acurada no cromossomo BTADS relacionada a resisténcia a parasitas e uma
delecao especifica de zebuinos associada a eficiéncia reprodutiva em fémeas. No
cromossomo BTA17 foi detectada uma duplicacdo também associada a resisténcia a
parasitas e doengas. Também foram observados dentro das CNVRs genes da familia
do complexo de histocompatibilidade bovina (MHC) relacionados a resisténcia e
susceptibilidade a mastite. A detecgao e caracterizagdo das CNVs realizadas em
bovinos de leite demonstrou melhor entendimento de caracteristicas como resisténcia
a doencgas e eficiéncia reprodutiva em bovinos de raca composta. Evidéncias de
variagdes no numero de cdpias em genes do sistema imune adaptativo podem ter sido
originarias de racas zebuinas.

Palavras-chave: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, dados de NGS, painéis de
genotipagem, ragca composta
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CHAPTER 2 COPY NUMBER VARIATION DISCOVERY IN GIROLANDO CATTLE

ABSTRACT - Copy number variations (CNVs), such as deletions and duplications
have been identified in cattle genome using single nucleotide polymorphism (SNP)
arrays and next-generation sequencing data (NGS). CNVs may influence phenotypes
linked mainly to heath and reproduction. The objective of this work was to identify and
to describe CNVs in Girolando cattle (Gir X Holandés). A total of 1,607 Girolando
females were genotyping using the medium-density SNP array (50K data), 280 bulls
were genotyped using high-density SNP array (HD) and two bulls were resequenced
(NGS data). The genomic data was provided by Embrapa Dairy Cattle, Juiz de Fora,
MG. PennCNYV software was carried out on SNP genotyping data (50K and HD data)
to call single CNVs and on the NGS data was performed a read-depth approach using
CNVnator software. The copy number variation regions (CNVRs) were built merging
CNVs callers considering genomic regions overlapping by at least 1 base pair.
Candidates CNVRs were called according to in silico confirmation, which CNV calls
from 50K and HD overlapped reciprocally 50% with NGS CNVs calls. The gene content
and QTL were found into the candidate CNVRs and enriched analysis was performed
using Gene Ontology and Mesh Terms and KEGG pathways. A total of 873 CNVs from
418 females from 50K SNPs array were confirmed in NGS data, they were overlapped
in 203 regions, with average length of 53.27 kb (kilobase). For HD data, 4,402 CNVs
calls were confirmed through the NGS data, aggregated in 213 CNV regions, with
average length of 63.90 kb. A total of 184 and 198 candidates CNVRs from 50K and
HD were overlapped with known QTL associated with milk, protein and fat traits in dairy
cattle. The mainly candidates’ genes annotated in the candidate CNVRs were GBP4,
GIMAP7, OR6C1, ZNF800, WC1, IGLL1 and IGF2. We found a high-confidence
duplication on BTAS linked to parasite resistance and a Zebu deletion-specific in bulls
related with a reproductive efficiency in cows. On BTA17 we detected a duplication
also associated with resistance parasites and diseases. We also identified a group of
genes from the major histocompatibility complex (MHC) related to susceptibility and
resistance of mastitis in dairy cattle. The CNV discovery in Girolando breed may
improve our understanding about the phenotypic expression of the important economic
traits, including reproductive efficiency and parasite susceptibility. Our findings showed
evidence of specific copy number variation in indicine breeds involved with adaptive
immune system.

Keywords: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, composite breed, genotyping panel,
NGS data
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1 INTRODUGAO

Com a redugao dos custos nos painéis de genotipagem, avangos na tecnologia
de sequenciamento de nova geragao (NGS) e o progresso na montagem do genoma
bovino, variagdes estruturais cromossémicas, como CNVs, tém sido amplamente
identificadas no genoma bovino. Variagdo no numero de cépias dos segmentos de
DNA (CNV) sao definidas como regides gendmicas a partir de 50 pares de bases (bp)
até varios megabases(Mb) com numero variavel de cépias em comparagdo a um
genoma de referéncia (CONRAD et al., 2010; MILLS et al., 2011). Essas variagdes
podem ser eventos de dele¢gdes ou duplicagbes dos segmentos cromossOmicos,
sendo uma das principais fontes de variabilidade genética em humanos e animais
domeésticos (REDON et al., 2006; STOTHARD et al., 2011).

Embora polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) tem sido a mais frequente
forma de variagao de DNA conhecida presente no genoma dos mamiferos, alteragdes
no numero de copias causam grandes efeitos, incluindo mudanga na estrutura e
dosagem dos genes, pois podem resultar em alteracdo da regulagdo génica e
manifestagdo dos alelos recessivos (ZHANG et al., 2009) devido as diferencas nos
niveis de formagdo do produto génico. As CNVs influenciam diretamente ou
indiretamente na expressao génica com fungdes bioldgicas especificas, tais como
imunidade, lactacao e reprodugéo (HENRICHSEN et al., 2009, ZHANG et al. 2009) e
consequentemente tem influenciado a variagao fenotipica de caracteristicas (WANG
et al., 2007). Além disso, esse tipo de variagao estrutural tem mostrado importante
funcdo em estudos de evolugdo das espécies (PERRY et al., 2007) e genética de
populagdes (XU et al., 2016).

No melhoramento genético de bovinos, as CNVs podem auxiliar na tomada de
decisao em processos de selegcdao por meio do entendimento bioldgico das
caracteristicas de producéo, sanidade e reproducido. Grande numero de CNVs tém
sido identificadas em ragas taurinas (HOU et al., 2012a; XU et al., 2014; GAO et al.,
2017) e ragas zebuinas (ZHOU et al., 2016a; SILVA et al., 2016a; SILVA et al., 2016b).
Varios estudos tém relatado associagdes entre CNVs e caracteristicas de importancia
econdbmica, como producao de leite em bovinos leiteiros (XU et al.,2014) e de
crescimento, em bovinos de corte (ZHOU et al., 2016a).

Diferentes técnicas moleculares tais como painéis de média e alta densidade
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de marcadores do tipo SNP e sequenciamento de nova geragdo (NGS) tem sido
aplicadas para identificar os eventos de delec¢des ou duplicagbes no genoma bovino.
Devido a disponibilidade para uma grande diversidade de espécies e o custo, os
painéis de SNP tornaram-se as ferramentas mais utilizadas para a identificacao das
CNVs no genoma bovino (LIU et al., 2013). Os algoritmos aplicados para a detec¢éo
com base nos painéis de genotipagem utilizam medidas de intensidade da
luminosidade, como o log da razdo de R (LRR) e frequéncia do alelo B (COLLELA et
al., 2007). No entanto, a grande desvantagem desse método € que nao é possivel
detectar pequenas variagdes com precisdo (BENTLEY et al., 2008).

A tecnologia de NGS também tem sido empregada em estudos de identificagdo
de CNVS em bovinos (SILVA et al., 2016b, GAO et al., 2017; LETAIEF et al., 2017).
Essa técnica apresenta vantagens em relagdo aos painéis de SNPs, pois permite
identificar pequenas CNVs e os pontos-de-quebra das variacbes mais precisamente
(BICKHART et al., 2012) dado que essa ferramenta molecular permite uma deteccéo
com alta resolucédo e precisdo. Existem diversas metodologias disponiveis na
literatura para a detecgao por meio de NGS, tais como, “read-depth” (CAMPBELL et
al., 2008; ABYZOV et al., 2011), mapeamento "paired-end” (CHEN et al., 2009) e “split
reads" (WANG et al., 2011).

Em condi¢des de clima tropical, como no Brasil, produtores e melhoristas tém
utilizado intensamente animais cruzados e ragas compostas, como a raga Girolando,
com a finalidade de maximizar a producédo, a eficiéncia e a rentabilidade da cadeia
produtiva do leite (VASCONCELLOS et al., 2003). Girolando é uma das mais
importantes racas compostas brasileiras, provenientes de animais taurinos (Holandés)
e zebuinos (Gir), sendo a proporgao de genes padrao da raga 5/8 Holandés e 3/8 Gir.
As vacas Girolando apresentam caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
importantes para a producdo de leite em paises tropicais, incluindo habilidade
termorreguladora, duragao e persisténcia da lactacdo e capacidade e suporte do
ubere (SILVA & VELOSO, 2011).

Os programas brasileiros de melhoramento genético de bovinos de leite tém
buscado melhorar a producdo e a composicdo do leite, a fertilidade e a sanidade
(SILVA et al.,, 2013). Devido a necessidade de estudos envolvendo CNVs em

populagdes de animais cruzados e a importancia desses para a industria do leite,
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principalmente em paises de clima tropical, o objetivo deste estudo foi identificar
regides CNV no genoma de bovinos Girolando e identificar genes relacionados a

essas regides para caracteristicas produtivas, reprodutivas e de sanidade.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais, genotipagem e ressequenciamento

O DNA gendmico das fémeas foi extraido a partir de amostras de sangue e dos
machos a partir de amostras de sémen utilizando DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA), conforme recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi
quantificado e avaliado por espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA).

Foram genotipadas 690 e 917 fémeas com o painel BovineSNP50 v2.0 (54.609
SNPs) e Zoetis Custom SNP chip ZM2 (69.022 SNPs), respectivamente. Para as
analises de deteccdo de CNVs foram considerados somente os marcadores em
comum entre os dois painéis, totalizando 48,014 SNPs (50K). A distancia média e a
mediana entre os marcadores considerados nas analises foi de 54,80 kb (quilobase)
e 39,51 kb, respectivamente. Um total de 280 touros foram genotipados com o painel
BovineHD BeadChip (HD) (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) consistindo em 777.962
marcadores distribuidos ao longo do genoma, com distancia média entre SNPs igual
a 3,43 kb e mediana igual a 2,68 kb. O parentesco médio considerando a informacéao
de pedigree observado entre todos os animais genotipados foi de 0,001.

O genoma completo de dois touros da populagdo de Girolando foi
ressequenciado por meio da plataforma lllumina HiSeg2000 (lllumina Inc., San Diego,
CA, USA). As bibliotecas utilizadas para o ressequenciamento foram do tipo ‘paired-
end’, ou seja, houve sequenciamento de ambas as extremidades dos fragmentos de
DNA com tamanho de 500bp, em que foram produzidas leituras com tamanho de 2 x
100 bp e 200 bp. Os procedimentos de construgdo das bibliotecas foram realizados

de acordo com os protocolos sugeridos pelo fabricante.
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2.2 Identificagcao de CNVs por meio dos painéis de genotipagem e controle de
qualidade

A identificacdo das CNVs utilizando os dados de genotipagem (50K e HD) foi
realizada por meio da metodologia bayesiana do modelo das cadeias ocultas de
Markov implementado pelo programa computacional PennCNV (WANG et al., 2007,
por meio da opgéo -test, sem considerar a informacao de pedigree. O algoritmo utiliza
o valor normalizado da intensidade total da fluorescéncia para os dois alelos do SNP
(log da razédo de R - LRR) e a medida normalizada da relagao de intensidade alélica
(frequéncia do alelo B - BAF) para cada marcador SNP, obtidos a partir da leitura da
plataforma de genotipagem. Os estados ocultos de Markov identificados pelo
programa PennCNV e o numero de cdpias correspondentes estdo descritos na Tabela
1.

Tabela 1. Estados ocultos de Markov, numero de cépias e respectivas descrigdes.

Estado Numero de Descrigao para os Gendtipos
copias autossomos
1 0 Delecao dupla NULO
2 1 Delecao de uma cépia A B
3 2 Normal AA, AB, BB
4 2 Copia neutras com perda AA, BB

de heterozigose (LOH)

3 Duplicacao simples AAA, AAB, ABB, BBB
Duplicacéo dupla AAAA, AAAB, AABB,
ABBB, BBBB

A distribuicdo do LRR para cada SNP dos painéis de genotipagem ao longo de
todo genoma esta representada na Figura 1. Pode -se observar que a variagao do

LRR para o painel de 50K (Figura 1A) foi maior do que para o painel HD (Figura 1B).
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LRR

LRR

Cromossomos

Figura 1. Representagédo do Log da Razao de R para os dois alelos do SNP ao longo
dos cromossomos de toda a populagdo dos individuos genotipados para o painel de
50K (A) e para o painel HD (B).

Foram considerados nas analises SNPs, com escore de leitura (“GenCall
score”) superiores a 0,15, com posicdo conhecida e somente 0s cromossomos
autossémicos. O arquivo da frequéncia do alelo B na populagéo (PFB) foi criado com
base no BAF de cada marcador de todas as amostras. Com a finalidade de reduzir a
taxa de resultados falsos positivos, os valores de LRR de cada SNP foram ajustados
para a dispersao da intensidade do sinal (“genomic waves”) ao longo das regides
gendmicas (DISKIN et al. 2008) de acordo com o conteudo de guanina e citosina (GC)
esperado no genoma bovino, considerando uma regiao de 500 quilobase (kb) ao redor
de cada marcador. Apés a identificacdo das CNVs foi verificada a distribuicado empirica
das CNVs entre todos os animais e para evitar possivel viés foi realizado o controle
de qualidade descrito abaixo de acordo com o painel de genotipagem utilizado:

Para o painel de 50K foram utilizados os seguintes critérios de exclusdo: CNVs
com menos de trés SNPs, amostras com mais de oito CNVs (valores discrepantes dos
limites do quartil superior e inferior considerando 1,5 x Q3) e os valores de desvio-

padrado do LRR maior do que 0,30, BAF “drift” maior do que 0,01 e fator de dispersao
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da intensidade do LRR (“waviness factor’) maior do que 0,05 conforme critérios
realizados por Hou et al., 2011 e LIU et al., 2013.

Para o painel HD foram utilizados os seguintes critérios de exclusdo: CNVs com
menos de 10 SNPs, amostras com mais de 82 CNVs (valores discrepantes dos limites
do quartil superior e inferior) e os valores de desvio-padrdo do LRR maior do que 0,30,
BAF “drift” maior do que 0,01 e fator de dispers&o da intensidade do LRR (“waviness
factor”) maior do que 0,05.

As regides de CNV (CNVR) foram definidas de acordo com a descricdo de
Redon et al. (2006). As CNVs individuais foram agrupadas considerando regides
gendmicas de no minimo um par de base (bp) em sobreposicao (“overlap”) entre todas
as amostras utilizando a opgdo mergeBed da ferramenta BEDtools suite (QUINLAN;
HALL, 2010). As regides de CNV foram classificadas em delegbes, em que o animal
apresentou uma regidao com perda do segmento cromossémico, duplicagdes em que
ocorreu uma duplicagdo da regido e mistas, ou seja, alguns individuos apresentaram

delegdes e outros duplicagdes na mesma regidao cromossémica do DNA.

2.2.1 Detecgcao das CNVs com base na familia

Para esta analise foram considerados apenas marcadores nos cromossomos
autossébmicos em comum entre os trés painéis de genotipagem (42.639 SNPs).
Primeiramente, as CNVs foram detectadas considerando os 1.928 animais da
populagcao conforme descrito anteriormente, no entanto um novo arquivo PFB foi
criado, uma vez que fémeas e machos foram considerados juntos para a nova
deteccao e consequentemente alterando a frequéncia do alelo B na populacao. Apos
a deteccao de CNVs na populacéo foi realizada uma etapa de detecgdo com base na
estrutura familiar em 18 trios familiares (progénie, pai e mae).

O algoritmo utilizado para o novo procedimento de detec¢cdo das CNVs foi
implementado pelo programa PennCNV como descrito por Wang et al. (2007) por meio
da opcgao -trio. De acordo com Locke et al. (2006), a maioria das CNVs em uma
progénie sdo herdadas dos pais. Deste modo, as CNV inferidas na progénie, mas nao
detectadas em nenhum dos pais, podem ser consideradas como resultados falsos

positivos.
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2.3 Deteccao das CNVs usando os dados de NGS

As leituras dos fragmentos de DNA (“reads”) obtidas do ressequenciamento
dos touros Girolando foram mapeadas ao genoma de referéncia UMD 3.1 por meio do
algoritmo BWA-MEM (Burrows-Wheeler Aligner) (LI; DURBIN, 2009). A deteccao das
CNVs foi realizada por meio do programa CNVnator (ABYZOV et al., 2011) baseado
na metodologia “read-depth”, em que delegbes e duplicagbes sao detectadas com
base na densidade do alinhamento das leituras ao longo dos cromossomos. O
tamanho da janela (“bin size”) considerado para detec¢cdo das CNVs foi de 500 bp
seguindo as recomendacgdes de Abyzov et al. (2011).

Foram consideradas apenas CNVs significativas (p < 0,01) para o teste
estatistico t, em que a hipbtese testada é se a média de sinal de profundidade das
leituras € a mesma da média empirica, CNVs com fracdo de leituras mapeadas com
baixa qualidade menores do que 0,5 (q0 < 0,5) e CNVs com tamanhos maiores do

que um kb.

2.4 Validagao in silico

Foi denominado neste trabalho como validagcao in silico a confirmagao de
regides de CNV pela comparacao entre as CNVs detectadas pelo painel de SNP e as
variagdes detectadas nos dois touros por meio de dados de NGS. Embora o numero
de animais seja extremamente pequeno essa metodologia possui melhor resolugao e
maior sensibilidade na deteccéo. Foi considerada CNVs de alta-confiabilidade aquelas
que apresentassem no minimo 50% em sobreposi¢cao mutua entre a detecgao pelos
dados de SNP e NGS. A comparacgao dos arquivos foi realizada pela opcéo intersect
proveniente da ferramenta BEDtools suite (QUINLAN; HALL, 2010) descrita na linha

de comando abaixo:

$ intersectBed -a ngs.cnvs.sorted.bed -b 50Kcnvs.sorted.bed -f 0.50 -r >
ngs.50K.cnvrs.candidates

$ intersectBed -a ngs.cnvs.sorted.bed -b HD.cnvs.sorted.bed -f 0.50 -r >
ngs.HD.cnvrs.candidates
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As CNVs candidatas foram agrupadas em regides considerando um par de

base em sobreposigao.

2.5 Analise funcional por meio de prospeccdao dos genes e analise de
enriquecimento génico nas regioes candidatas de CNV

Para verificar os genes anotados dentro das CNVRs candidatas foi utilizado a
plataforma Ensembl (http://www.ensembl.org/) ou RefSeq genes. Também foram
verificados os QTL (“quantitative trait loci”) que estavam em pelo menos 50% em
sobreposi¢cao as CNVRs candidatas. O mapeamento de QTL foi realizado com base
no Animal Genome database (http://128.206.12.216/drupal/sites/bovinegenome.org/
[files/data/umd3.1/Animalgenome _UMD3.1_QTL.gff3.gz)

O grupo de genes foi classificado de acordo com sua fungéo pelos termos do

Gene Ontology (GO) e do Medical Subject Headings (MeSH) por meio das
ferramentas de anotagdo e mapeamento gendmico (GOstats, meshr, MESH.db,
MESH.Bta.eg.db)  disponiveis pelo  Bioconductor (http://bioconductor.org/)
implementados em linguagem R. Os termos biolégicos do Gene Ontology sao
divididos em trés grupos: componente celular, processos bioldgicos e fungdes
moleculares e os termos MeSH sao divididos nas categorias fenbmenos e processos,
doengas, quimicos e drogas e anatomia (MOROTA et al., 2015). Para verificar se um
conjunto de genes foi enriquecido significativamente (p < 0,05) para determinada via
bioldgica foi realizado um teste hipergeométrico ndo-paramétrico (ADAMS; SKOPEK,
1987) em que se calcula a probabilidade de que determinado conjunto de genes esteja
representado mais vezes do que o esperado em comparacao com a lista dos genes
anotados no genoma referéncia em determinada via biolégica (MOROTA et al., 2015).

A investigacgéao e visualizagado dos mapas metabdlicos paras os genes anotados
identificados nas CNVRs foram realizadas pelo banco de dados Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA; GOTO, 2000) por meio da plataforma
DAVID Bioinformatics Resources 6.8.


http://128.206.12.216/drupal/sites/bovinegenome
http://bioconductor.org/
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3 RESULTADOS

3.1 Identificagdo das CNVs por meio do painel de 50K e do painel de alta
densidade

ApOs a realizagado do controle de qualidade, foram identificadas 2.611 CNVs
nos cromossomos autossdmicos de 961 fémeas da raga Girolando, com média de 3
eventos de CNV por animal. Eventos de delec¢bes e duplicagdes em heterozigose, ou
seja, delegcbes ou duplicagdes de apenas uma copia da regido do DNA, foram
observados em maior frequéncia do que eventos em homozigose na populagédo de

fémeas (Tabela 2; Figura 2).

Tabela 2. Numero (N) dos eventos de variagdo no numero de copias (CNV), tamanho
em quilobase (kb), minimo (Min), médio (Médio) e maximo (Max) das CNVs, numero
minimo, médio e maximo de SNPs por CNV.

Eventos N Min Médio Max Min Média Max
(kb) (kb) (kb) SNPs  SNPs  SNPs

Delecoes 1.122 1,06 159,34 875,04 3 4,79 25

Delecbes de

duas copias 18 36,43 140,67 299,56 3 3,55 6

Delegdes com

uma coépia 1.104 1,06 159,65 875,04 3 4,81 25

Duplicacoes 1489 1,21 143,26 632,43 3 4,32 98

Duplicacao de

uma cépia 1419 4,63 144,90 548,44 3 4,24 98

Duplicacao de

duas copias 70 1,21 110,17 632,43 3 5,94 17

Total 2611 1,06 156,18 875,04 3 4,52 98

Foram identificadas 668 CNVRs, sendo 278 deleg¢des, 329 duplicagdes e 61
regides mistas. Apenas 65 CNVRs foram identificadas em pelo menos 1% da
populagdo estudada. Entretanto foram encontradas 343 CNVRs com frequéncia
Unica. As CNVRs variaram de 36,06 a 4.629,02 kb com média e mediana de 184,50
kb e 132,48 kb, respectivamente, correspondendo a 4% do genoma bovino
(123,28/3.036,60 Mb). Foram encontradas quatro CNVRs em sobreposicao com
regides de duplicagdo segmentares (SD), correspondendo a 0,42% do total da

cobertura das CNVRs no genoma. A razao entre os eventos de duplicacao e delegcbes
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foi de 1,18, ou seja, foram observadas mais regides com segmentos do genoma com

copias duplicadas do que eventos em delecoes.
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Figura 2. Distribuigdo do numero de cépias sendo delegéo dupla (0), delegao simples
(1), duplicacao simples (3) e duplicagcao de duas cépias (4), por cromossomo em vacas
da raga Girolando genotipadas com painel 50K SNP.

Por meio da metodologia utilizando o painel HD, foram identificadas 2.828
CNVs ao longo dos cromossomos autossémicos de 262 touros, com média de 10
eventos por touro. Assim como na deteccdo pelo painel de 50K, delecdes e
duplicagcées em heterozigose também foram observadas em maior frequéncia do que
os eventos em homozigose (Tabela 3; Figura 3). Foram identificadas 318 CNVRs,
incluindo 146 delecdes, 144 duplicacdes, e 28 regides mistas (Figura 3). Os tamanhos
das CNVRs variaram de 10,60 kb a 4.139.00 kb com média e mediana igual a 139.80
kb and 63.04 kb, respectivamente, correspondendo a 1% do genoma bovino
(44.35/3,036.6 Mb). A razao entre duplicacdo/delecao foi de 0.98 assim o numero de
eventos de duplicacao e delecao foi similar. Um total de 128 CNVRs foram observadas

em pelo menos 1% dos touros e 123 CNVRs com frequéncia unica.
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Tabela 3. Numero (N) dos eventos de variagdo no numero de copias (CNV), tamanho
minimo (Min) em quilobase (kb), médio (Médio) e maximo (Max) das CNVs, numero
minimo, médio e maximo de SNPs por CNV.

Eventos N Min Médio Max Min Media Max
(kb) (kb) (kb) SNPs SNPs SNPs

Delecoes 1.560 1,26 173,28 72491 10 24,42 349
Delecdes de
duas copias 698 51,90 188,20 509,30 10 21,50 107
Deleg¢des com
uma cépia 862 1,26 161,16 724,91 10 26,79 349
Duplicagoes 1.268 1,09 205,61 966,79 10 33,13 202
Duplicacao de
uma copia 1.260 1,09 206,25 966,79 10 33,22 202
Duplicacdo de
duas copias 8 83,22 104,44 167,63 15 19,38 26
Total 2.828 1,09 187,77 966,00 10 28,32 349
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Figura 3. Distribuigcdo do numero de cépias sendo delegéo dupla (0), delegao simples
(1), duplicagao simples (3) e duplicagdo de duas copias (4), por cromossomo em
touros da raga Girolando genotipadas com painel com painel de alta densidade.

3.2 Detecgao das CNVs com base na familia

Foram detectadas 464 CNVs nos 43 individuos considerados nos trios, sendo

124 CNVs consideradas de heranga mendeliana na progénie, em que 68 foram

provenientes da mae e 56 oriundas do pai. O tamanho das CNVs de heranca
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mendeliana variou de 36,42 kb a 839,10 kb com tamanho médio de 166,70 kb e
mediana de 125,60 kb. Eventos de dele¢cées em heterozigose foram identificados em
maior frequéncia, correspondendo a 66,93% do total das CNVs herdaveis, 32,25 %
foram eventos de duplicagdo em heterozigose. Foi identificado somente uma
duplicacdo em homozigose proveniente da mae no cromossomo 11, sendo que os
pontos de quebra (“breakpoints”) dessa CNV sdo os mesmos para mae e progénie.
As CNVs denominados de novo, ou seja, presentes somente na progénie, foram
desconsiderados.

As 124 CNVs foram submetidas as analises de prospecgéo de genes e QTL,
sendo que 203 possiveis genes candidatos foram anotados nessas regides e 583 QTL
relacionados a producdo de leite, 301 a reproducao e 171 a caracteristicas de
sanidade. Os genes FOXH1 (forkhead box H1) e CYHR1 (cysteine/histidine-rich 1)
estdo anotados no genoma referéncia proximos de uma delecdo mendeliana em

heterozigose no cromossomo BTA14.

3.3 Deteccao por meio dos dados de NGS

Embora a detecgao utilizando dados de sequenciamento tenha sido realizada
considerando apenas dois individuos da populacao foi identificado maior numero de
delecdes do que duplicagdes conforme era esperado devido a tecnologia (Tabela 4).
A razao entre eventos de duplicagcdo e delecao foi de 0,19. A maioria das CNVs
detectadas pelo programa PennCNV por meio do painel HD nos mesmos touros
ressequenciados foi confirmada pelo NGS (Tabela 4). Somente uma CNV no touro A
foi denominada de modo discordante entre os métodos (Tabela 5).

Também foi verificado que houve sobreposicao de 16% das CNVs detectadas
pelo painel de 50K usando o programa PennCNV nas filhas genotipadas do touro A
presentes no banco de dados analisado, sendo essas CNVs provavelmente séo de
heranga mendeliana e consequentemente podera ser transmitida para as proximas
geragdes (Tabela 4). As CNVs detectadas nos dois touros por meio de dados de NGS,
foram agrupadas em 2.395 CNVRs, sendo 2.066 delegdes, 32 duplicagbes e 297

regides mistas, correspondendo a 2% do genoma total bovino. Os tamanhos das
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regides variaram de 1,99 kb a 1.100,00 Kb, com média de 33,55 kb e mediana de

19,50 kb.

Tabela 4. Descricdo das sequéncias e da variagdo no numero de copias (CNV)

identificadas em dois touros Girolando.

Touro Total de Reads Cobertura Del® Dup® SNP SNP CNVs
reads mapeadas CNVs°® filhas®
A 297.636.324  99,07% 10.97 1309 237  6(85%)° 5(16%) ©
B 345.972.522  99,05% 12.75 1208 243  8(80%)°

aNumero dos eventos de Delecoes; PNumeros dos eventos de Duplicagdes; °Numero de CNVs
detectadas no individuo pelo painel de HD confirmadas (em comum) pelos dados de sequenciamento
de nova-geracao; INumero de CNVs detectadas em 14 filhas do individuo A pelo painel de 50K
confirmadas (em comum) pelos dados de sequenciamento de nova-geragéo; ¢ePorcentagem em relagéao

ao total de CNVs detectadas entre parénteses.

Tabela 5. Descricao das variagdes no numero de copias detectadas pelo painel de
genotipagem em alta densidade (HD) confirmadas por meio dos dados de

sequenciamento de nova-geragao (NGS).

Touro Chr? Inicio Final Evento HD/NGS Genes
A
BTA5 59066551 59215089 DelP hett. /Del OR6C1
BTA5 59421039 59581140 Del het./Del LOC788242, LOC788258,
ENSBTAG00000031100, LOC788285,
ENSBTAG00000046446,
ENSBTAG00000026078
BTA7 70191001 70267774  Del het/Dup® MGC137099
BTA12 71899472 72042304  Del home./Del ENSBTAG00000047383
BTA12 72748544 72882991 Del hom. / Del -
BTA12 74840021 74942860 Del hom./ Del LOC509854
B
BTA1 93730576 93819471  Del. hom./Del -
BTA3 54522367 54963401 Del het. / Del U2, GBP4, GBPS,
ENSBTAG00000037490,
ENSBTAG00000037634, LOC510382,
LOC100336669, LOC507055,
ENSBTAG00000046356
BTA7 10366946 11091861  Del het. / Del ENSBTAG00000048066,
LOC100298119, LOC785624,
OR7A10,
ENSBTAG00000048193
ENSBTAG00000046958, OR7A17
LOC788246, ENSBTAG00000034917
BTA12 72063255 72123747  Del het./ Del LOC100337053
BTA12 72174261 72264806 Del het. / Del LOC100337053
BTA12 72511101 72882991 Del hom./ Del ENSBTAG00000047181
BTA13 43643509 43776717  Dup het. /Dup AKR1C4,
LOC100337056
BTA20 60473408 60525562 Dup het./Dup -

achr = Cromossomo; PDel = delecgio; ° het. = Heterozigose;® Dup = duplicag&o.’ ®hom. = homozigose


http://www.ensembl.org/bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000024691
http://www.ensembl.org/bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000030297
http://www.ensembl.org/bos_taurus/Gene/Summary?db=core;g=ENSBTAG00000047383
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3.4 Regidoes candidatas de CNV

3.4.1 Deteccao utilizando o painel de 50K

Foram confirmadas 873 CNVs em 418 animais detectadas pelo painel de 50K
SNPs por meio da técnica de NGS. As CNVs foram agrupadas em 203 regides (Figura
4; Apéndice A), sendo 100 eventos de delegdes e 15 duplicagdes concordantes em
ambos os métodos. Entretanto, 63 eventos detectados como duplicagdes no painel de
50K foram identificados como delegao no painel NGS e sete eventos considerados
duplicacao pelo NGS foram detectados como delegao no painel de 50K. Sugere-se
que as divergéncias entre os estados dos eventos possam ter sido ocasionadas
devido aos animais apresentarem diferentes variacées estruturais ou ainda por erros
do método de deteccgao.

As CNVRs candidatas designadas por meio da deteccéo pelo painel de 50K
apresentaram tamanho de 2,49 kb a 1.100,00 kb com média 53,27 kb e mediana igual
a 22,50 kb. As CNVRs candidatas mais frequentes na populagdo (> 3%) estéo
localizadas nos cromossomos BTA4, BTAG6, BTA11, sendo que alguns individuos
apresentaram dele¢cdes e outros duplicagcbes para estas regides (mistas). A
CNVR_28, localizada no cromossomo BTA4, estd presente em 5% das vacas
Girolando. O gene ZNF800 (“Zinc Finger Protein 800) foi mapeado em regido exdnica
na CNVR_28. Também foi mapeada uma regido de QTL associada a mastite (ID =

2491) e duas regides relatadas a porcentagem de gordura no leite (ID = 5054 e 5055).
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Figura 4. Representagdo das regides de variagbes no numero de cépias (CNVR)
detectadas pelo painel de 50K (mais externo ao circulo) e das CNVRs candidatas
confirmadas pelo sequenciamento de nova-geragao (mais interno ao circulo) ao longo
dos 29 cromossomos autossomos de bovinos da raga Girolando. As dele¢gdes foram
representadas em vermelho, duplicagdes em verde e ambas (delegdes e duplicagdes)
em azul. Histograma ao centro, representa a frequéncias das CNVRs na populacéo,
sendo em vermelho regides presentes em menos de 1% na populagdo e em verde
presentes em ao menos 1% da populagao.

Em sobreposicao as CNVRs candidatas identificadas pelo painel de 50K foram
mapeados157 genes anotados do genoma referéncia, sendo 65 CNVRs localizadas
em regides exdnicas. Os genes CD1A e EMSY mapeados nas filhas do touro A
também foram observados em regides de exon nas CNVRs candidatas. O gene IGF2
(“insulin-like growth factor 27), localizado no cromossomo BTA29, pode estar
relacionado a uma regiao com duplicagdo no genoma de vacas da raga Girolando.

Foram encontradas 184 regides (~90,6%) em sobreposigao a 2.484 regides de
QTL (“quantitative trait loci”) e as associagdes genéticas relacionadas com

caracteristicas de interesse econdmico (Tabela 6). A maioria das regides de QTL
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mapeadas foram relacionadas as caracteristicas de peso corporal (299 QTL),
producédo de leite (128 QTL), produgao e porcentagem de proteina (123 e 117 QTL,
respectivamente) e produgdo de gordura (111 QTL). Para contagem de células
somaticas e mastite clinica foram observadas respectivamente 56 e 11 QTL em

sobreposi¢cao as CNVRs candidatas, respectivamente.

Tabela 6. Numero de regides de QTL e associagbes de SNP (Associagao) por classe
de caracteristica com sobreposigao as regides de variagdo no numero de copias

(CNVRs).

Classe da Caracteristica Numero QTL Associagao
Leite 620 43
Sanidade 178 3
Reproducao 449 22
Producao 530 100
Carne e carcacga 474 34
Conformacéo (Exterior) 31 0

Os genes mapeados préoximos as CNVRs candidatas (Apéndice A) foram
enriquecidos (p < 0,05) pelos termos do Gene Ontology, em 23 processos bioldgicos,
sendo a maioria relacionados a fungao celular, como por exemplo regulacao da divisao
celular (Figura 4), para a categoria fungdes moleculares os termos enriquecido (p <
0,05) foram “monooxygenase activity” (GO:0004497), “oxidoreductase activity, acting
on paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen” (GO:0016705),
transferase activity, transferring phosphorus-containing groups (GO:0016772 ), growth
factor activity (GO:0008083), transcription coactivator activity (GO:0003713). Dentro
da categoria componentes celulares somente o termo “SWI/SNF superfamily-type
complex” (GO:0070603) foi enriquecido.
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Figura 5. Mapa dos termos do Gene Ontology enriquecidos significativamente (p <
0,05) dentro da categoria Processos Bioldgicos considerando os genes mapeados nas
regides de variagcdo no numero de cépias candidatas detectadas pelo painel de
genotipagem de 50K. Quanto maior o tamanho do circulo maior o niumero de genes
envolvidos no processo bioloégico. A coloragao do circulo representa o valor de p.

Importantes termos do Medical Subject Headings foram enriquecidos
significativamente (p < 0,05), incluindo, prenhez (NOS2, IGF2, OAS1Z) e periodo de
gestacédo (NOS2, CALCRL, OAS1Z) na categoria fenbmenos e processos (Tabela 7).
Na categoria quimicos e drogas o termo horménio estimulante folicular (NOS2, IGF2)
e na categoria doencgas, o termo doengas bovinas (NOS2, IGLL1, MIR2348, MIR2389,
MIR2443). O gene NOS2 (“Nitric Oxide Synthase 2") esta em sobreposicdo com a
CNVR_148 e com a CNVR_149 identificadas no cromossomo BTA19. O IGF2 esta
em sobreposicdo ao CNVR_202. O gene IGLL1 (“Immunoglobulin Lambda Like
Polypeptide 17”) foi mapeado na regidao de delecao CNVR 128 nesta populagéo
(Apéndice A). Todos os genes foram submetidos ao DAVID e foram significativamente
enriquecidos (p < 0,05) em duas vias metabdlicas por meio do banco de dados
Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto (KEGG) (Tabela 8). A via de transdugao
do olfato apresentou 14 genes anotados em sobreposicdo das CNVRs candidatas,
incluindo os genes OR6C1 (“Olfactory Receptor Family 6 Subfamily C Member 17) e
ORTAT1.
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Tabela 7. Categorias dos termos MeSH (Medical Subject Headings) enriquecidos
significativamente (p < 0,05) relacionados aos genes mapeados nas regides de
variagdes no numero de copias candidatas em bovinos Girolando.

Categoria MeSH ID Termo MeSH Gene ID
Fenbmenos D008460 Carne NOS?2, SREBF1,
Processos TFR2, IGF2
D002886 Cromossomos, NOS2, TK1
Humano, Par 17
D005865 Periodo de gestacao NOS2, CALCRL,
OAS1Z
D011270 Prenhez, Animal NOS2, IGF2, OAS1Z
D009866 Oogenese NOS2, IGF2
D001947 Acasalamento SREBF1, IGLL1,
IGF2
Quimicos e Drogas D027682 Transporte de Calcio TFR2, NOS2
Proteinas
D005640 Estimulante Folicular NOS2, IGF2
Horménio do fator de
crescimento
D007334 Insulina | NOS2, IGF2
Anatomia D008198 Linfonodos NOS2, IGLL1
D054885 Células do Cumulus IGF2, MIRLET7B
D006822 Células hibridas NOS2, TK1, EMSY
Doencas D002418 Doencgas Bovinas NOS?2, IGLL1,
MIR2348, MIR2389,
MIR2443

Tabela 8. Vias metabdlicas (KEGG Pathway) enriquecidas (p < 0.05) por meio do
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

KEGG Pathway N2 %P Valorde p¢ Benjaminid
Transdugao do olfato 14 9,3 0,02 0,89
Vicio em cocaina 3 2,0 0,04 0,87

a Numero de genes observados na via metabdlica; ® Porcentagem em relagédo ao total de genes da
populacéo referéncia envolvidos em cada via metabdlica; ¢ p valor < 0,05; ¢ Benjanimi < 0,05.

3.4.2 Deteccao pelo painel de alta densidade (HD)

Por meio da identificacdo de CNVs por dados de NGS foram confirmadas 4,402
CNVs detectadas pelo painel de genotipagem HD em 262 animais, agrupadas em 213
regides de CNVs (Figura 6; Apéndice B). Foram confirmadas 39 delegbes nos
segmentos cromossémicos. As CNVRs candidatas oriundas do painel HD
apresentaram em média tamanho de 63,90 kb e mediana igual a 30,50 kb e tamanho
minimo e maximo de 3,99 e 572,50 kb, respectivamente. A CNVR_5 é uma delegao

localizada no cromossomo BTA1 presente em 69% da populacéo, sendo uma delecao
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com alta-confiabilidade na populagéo (Figura 6). Nessa regido foram mapeados trés
QTL relacionados a produgéo de leite e proteina (ID = 2508,4703 e 4704)), um QTL a
circunferéncia escrotal (ID = 10644), um a taxa de concepgao (ID = 3439), um
relacionado a taxa de retorno da vaca (ID = 5658) trés QTL associados a sanidade,
incluindo susceptibilidade a ceratoconjuntivite bovina (ID = 9947), deslocamento do

abomaso (ID = 5112) e a encefalopatia espongiforme bovina (ID = 1736).
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Figura 6. Representagdo das regides de variagbes no numero de cépias (CNVR)
detectadas pelo painel de alta densidade (HD) e das CNVRs candidatas confirmadas
pelo sequenciamento de nova geragao ao longo dos 29 cromossomos autossomos de
bovinos da raca Girolando. As delecbes foram representadas em vermelho,
duplicagées em verde e mistas em azul. Histograma representa a frequéncias das
CNVRs na populagao, sendo em vermelho regides presentes em menos de 5% na
populagao e em verde presentes em mais do que 5% da populacao.

No cromossomo BTAS foram observadas trés regides (CNVR_19, CNVR_20,
e CNVR_35) muito representativas na populagao (~45%), sendo que a CNVR_19
também foi encontrada pela deteccao em painel de 50K (CNVR_39), com base na
familia (BTA5:59304363:59851060) herdada pela mée e também pela deteccédo em
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NGS. Nessa regido foi anotado o gene OR6C7 e mapeados QTL associados a
caracteristicas reprodutivas como facilidade de parto (ID= 10769) e periodo de
gestacao ( ID=387 e ID=5388), composi¢ao de leite, como porcentagem de gordura
(ID = 1545), proteina (ID = 10440, ID= 21538, ID = 10386, ID = 2511 e ID = 2428) e
kappa-caseina (ID = 21537) e alpha-caseina (ID = 21535 e ID = 21536). Na CNVR_35
foi mapeado o gene GRAMD4 (“GRAM Domain Containing 4”). Sugere-se que esse
gene esta associado a uma delegdo em bovinos Girolando. Esse gene também esta
anotado na CNVR_40 detectada pelo painel de 50K. O GRAMD4 possui importante
funcdo na ativagdo do gene E2F1 (“E2F Transcription Factor 1”) envolvido na
regulacdo da resposta inflamatoria aos receptores Toll-Like. Nas CNVR_19 e
CNVR_20 foram mapeados 10 QTL associados a producao de leite, gordura e
proteina. Também foi encontrado um QTL associado ao deslocamento do abomaso

(ID = 5117) e a contagem de células somaticas (ID = 2659).

Um total de 105 CNVRs candidatas (~49%) identificadas pelo painel HD se
sobrepuseram a 123 genes anotados no genoma referéncia, sendo 34 CNVRs
localizadas em regides exodnicas (Figura 6; Apéndice B). Na CNVR _8, localizada no
cromossomo BTA3 (Apéndice B), foram mapeados os genes GBP4 e GBP6, estes
também foram confirmados pela detec¢ao por meio de dados de NGS no touro B
(Tabela 5). O GIMAP7 (“GTPase, IMAP family member 7°), na CNVR_12 (BTA4),
possui importante fungcao na sobrevivéncia dos linfocitos. Dentro da CNVR_55 no
BTA8 foram mapeados os genes COL27A1 (“collagen type XXVII alpha 1 chain”) e
ORM1 (“orosomucoid 1”) envolvidos em processos de crescimentos de cartilagem e
do sistema imune, respectivamente. Foram mapeados genes da familia do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) da classe Il, como BolA-DQAS5 (“major
histocompatibility complex, class I, DQ alpha 5”), BolA-DQB (major histocompatibility
complex, class I, DQ beta), LOC100848815 (“DQ haplotype D alpha chain-like”),
BolA-DQA2 (“major histocompatibility complex, class Il, DQ alpha”), BLA-DQB(*"MHC
class Il antigen”) e BOLA (“MHC class | heavy chain”).

Foram encontradas 198 regides (~92,9%) em sobreposigédo a 3.160 regides de
QTL (“quantitative trait loci”) e as associagdes genéticas relacionadas com
caracteristicas de interesse econbmico (Tabela 9). Assim como nas CNVRs

candidatas determinadas pelo painel de 50K, a maioria das regides de QTL mapeadas
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foram relacionadas as caracteristicas de peso corporal (378 QTL), produgdo de
gordura no leite (194 QTL), produgao de leite (191 QTL) e proteina (178 QTL). Para
caracteristicas de sanidade e reprodutivas foram mapeados 70 QTL para
deslocamento do abomaso, 72 para distocia e 82 para facilidade de parto. Também
foi encontrado nas CNVRs numero representativo de QTL ligados a estatura corporal,

sendo 119 para altura e 114 para peso de carcacga.

Tabela 9. Numero de regides de QTL e associacoes de SNP por classe de
caracteristica com sobreposicdo as regides de variagcdo no numero de copias
(CNVRs).

Classe da Caracteristica Numero QTL Associagao
Leite 843 21
Sanidade 175 6
Reproducao 590 15
Producao 833 48
Carne e carcacga 513 74
Conformacéo (Exterior) 42 0

Os genes mapeados proximos as CNVRs candidatas (Apéndice B) foram
enriquecidos (p < 0,05) pelos termos do “Gene Ontology”, em 20 processos bioldgicos,
assim como nas CNVRs_candidatas pelo painel de 50K (Figura 5), a maioria dos
processos estdo relacionados a fungao celular (Figura 7), para a categoria fungbes
moleculares os termos “DNA polymerase activity” (GO:0034061), “endoribonuclease
activity, producing 5'-phosphomonoesters” (G0O:0016891), “collagen binding”
(GO:0005518), “double-stranded RNA binding” (GO:0003725)", “endonuclease
activity, active with either ribo- or deoxyribonucleic acids and producing 5'-
phosphomonoesters” (G0:0016893) e “GDP binding” (GO0:0019003) foram
enriquecidos (P < 0,05). Dentro da categoria componentes celulares moleculares
foram enriquecidos (P < 0,05) oito termos incluindo “nonmotile primary cilium” (GO:
0031513), "primary cilium” (GO:0072372), “midbody” (GO:0030496), “photoreceptor
connecting cilium” (G0O:0032391), “cytoplasmic microtubule” (GO:0005881) e “PML
body” (GO:0016605).
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Figura 7. Mapa dos termos do “Gene Ontology” enriquecidos significativamente (P <
0,05) dentro da categoria Processos Bioldgicos considerando os genes mapeados nas
regides de variagdo no numero de copias candidatas detectadas pelo painel de
genotipagem de alta densidade (HD). Quanto maior o tamanho do circulo maior o
numero de genes envolvidos no processo bioldgico. A coloragao do circulo representa
o valor de P.

Genes envolvidos em diversos processos biolégicos do sistema imune foram
enriquecidos significativamente (p < 0,05) pelos termos Mesh (Tabela 9). Na categoria
doengas o termo mastite bovina foi enriquecido (p < 0,05), sendo os genes ORM1
(BTA8) e BOLA-DQA2 (BTAZ23), enriquecidos nesse processo bioldgico, mapeados
em sobreposicdo a CNVR 55 e CNVR 189 (Apéndice B). Essas regides estao

presentes em aproximadamente 2% da populacado de touros estudada.
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Tabela 9. Categorias dos termos MeSH (Medical Subject Headings) enriquecidos
significativamente (p < 0,05) relacionados aos genes mapeados nas regides de
variagdes no numero de copias candidatas em bovinos Girolando.

Categoria MeSH ID Termo MeSH Gene ID
Fendmenos e D017951 Apresentacdo do LOC100848815,
Processos Antigenos BLA-DQB
D006239 Haplotipos LOC100848815,
BLA-DQB, BOLA-
DQAS5, BOLA,
BOLA-DQB
D005802 Genes, Classe Il BOLA-DQB, BLA-
MHC DQB
D000483 Alelos BLA-DQB, BOLA,
BOLA-DQB,
BOLA-DQA5
D000918 Especificidade do BLA-DQB, JSP.1,
Anticorpo
D010802 Filogenia RAET1G, BOLA-
DQAS5, BOLA-
DQB, GRK1,
BOLA-DQA?2,
BOLA
Quimicos e Drogas D000949 Antigenos de Classe = BOLA-DQA2, BLA-
Il DQB, BOLA-DQB,
BOLA-DQAS,
LOC100848815
D015395 Antigenos de Classe BOLA, JSP.1,
I RAET1G, ULBP21
D055607 Receptores, células LOC100139049,
exterminadoras | RAET1G
D015232 Prostaglandina ORM1,
LOC782061
D011971 Receptores, LOC100139049,
Imunoldgicos RAET1G
D020413 Regides 3' nao- BOLA-DQAZ2,
traduzidas FUT7
Anatomia D015496 CD4-Positiva BLA-DQB,
Linfécitos T LOC100848815
Doengas D008414 Mastite bovina ORM1, BOLA-
DQA2

Todos os genes foram submetidos ao DAVID e foram significativamente

enriquecidos (p < 0,05) em 19 vias metabdlicas por meio do banco de dados

Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto (KEGG) (Tabela 10). Assim como no

painel de 50K, a via metabdlica de transducdo do olfato foi a via mais enriquecida

significativamente (p = 2,90E-18) em que 40 genes identificados nas CNVRs

candidatas apresentaram participacao nesse processo, representando 32,5% do total

de genes localizados nas regides.
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Tabela 10. Vias metabdlicas (KEGG Pathway) enriquecidas (p < 0.05) por meio do
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

KEGG Pathway N2 %P Valor de p° Benjaminid
Transdugao do olfato 40 32,5 2,90E-18 1,80E-16
Doencga enxerto contra hospedeiro 7 5,7 1,20E-06 3,80E-05
Processamento e apresentacao do

Antigeno 8 6,5 2,80E-06 5,90E-05

Rejeigao de aloenxerto 7 5,7 3,00E-06 4 80E-05
Diabetes mellitus tipo | 7 5,7 4,30E-06 5,50E-05
Doenca autoimmune da tiredide 7 5,7 1,10E-05 1,20E-04
Miocardite viral 7 5,7 2,30E-05 2,10E-04

Asma 5 4.1 2,50E-04 2,00E-03

Via da producao de IgA intestinal 5 4.1 1,10E-03 8,10E-03
Infecgao por Staphylococcus aureus 5 4.1 1,50E-03 9,50E-03
Infecgdo HTLV-I 9 7,3 1,80E-03 1,00E-02

Molécula de adesao celular (CAMs) 7 57 1,80E-03 9,60E-03
Phagosome 7 5,7 2,30E-03 1,10E-02

Doenca inflamatéria Intestinal (IBD) 5 4.1 2,80E-03 1,30E-02
Leishmaniose 5 4.1 2,90E-03 1,20E-02

Ldpus eritematoso sistémico 7 5,7 3,70E-03 1,50E-02
Infecgcéo por herpes 7 5,7 5,10E-03 1,90E-02

Artrite reumatoide 5 4.1 8,30E-03 2,90E-02
Toxoplasmose 5 4.1 1,90E-02 6,20E-02

a Numero de genes observados na via metabdlica;®? Porcentagem em relagdo ao total de genes da
populagado referéncia envolvidos em cada via metabdlica;¢ Valor de p < 0,05; 4Benjanimi < 0,05

4 DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel identificar CNVs em bovinos da raga Girolando

utilizando painéis de média (Tabela 2; Figura 2) e alta densidade (Tabela 3; Figura 3).

No entanto, os resultados devem ser analisados com cautela, uma vez que a

hibridizagcdo das sondas dos painéis de genotipagem para determinar a intensidade

do sinal de cada marcador sao realizadas em contraste com uma populacéao referéncia
(WINCHESTER; YAU; RAGOUSSIS, 2009), sendo esta formada na maioria por

bovinos taurinos, o que pode causar viés na identificacdo de CNVs em populagdes de

bovinos provenientes de ragas zebuinas (HOU et al., 2011). Consequentemente,

estudos tém relatado maior nimero de eventos de CNVs em ragas zebuinas do que

em racas taurinas (LIU et al., 2010; HOU et al., 2012b; ZHOU et al., 2016b).

O numero de CNVs detectado pelo painel de 50K SNP neste estudo foi inferior

(2.611) ao reportado por Hou et al. (2011) (3.666 CNVs) baseado no mesmo painel
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de genotipagem em uma populagdo de 521 bovinos composta por ragas taurinas,
zebuinas, africanas e animais cruzados e superior ao relatado por Jiang et al. (2012)
(219) em bovinos da raga Chinese Holstein. Com base na deteccgéao pelo painel de alta
densidade foi identificado neste trabalho baixo numero de CNVs (2.828) comparado
ao descrito por Zhou et al. (2016b) em bovinos Nelore que identificaram 110.521
eventos de CNV e Yang et al. (2017) que relataram 13.325 CNVs em bovinos de
diversas localidades demogréficas da China. Em relacédo ao método pela técnica de
NGS, Bickhart et al. (2012) encontraram numero de CNVs similar (1.265) em bovinos
Angus, Holandés, Hereford e Nelore ao observado nos dois touros Girolando
ressequenciados (~1.500) nesse trabalho.

Utilizando o painel de 50K, foi encontrado maior numero de eventos de
duplicagcbes do que delecdes (Tabela 2) divergindo dos resultados encontrados na
literatura em bovinos, em que as dele¢des sdo mais numerosas do que duplicacoes,
devido maior facilidade de detecg¢ado pelo algoritmo do PennCNV (HOU et al., 2011;
ZHOU et al., 2016b; YANG et al., 2017). Por meio do painel HD, o nimero de deleg¢des
identificadas em relacdo ao numero de duplicagdes foi similar (Tabela 3). Essa
diferenca nos resultados pode ser devida a menor resolugao do painel de 50K, uma
vez que as distancias pré-definidas entre os marcadores sao maiores. A deteccio de
CNVs por meio dos dados de NGS (Tabela 4) sugeriu que a tecnologia € mais sensivel
para identificagao de eventos de delecdes do que eventos de duplicagdes (razao 0,19)
e essa hipdétese tem sido confirmada por estudos realizados anteriormente em
diferentes ragas zebuinas e taurinas (SILVA et al., 2016b; LETAIEF et al., 2017).

Um total de 37 e 30 CNVRs candidatas selecionadas pelos painéis de
genotipagem em 50K e HD, respectivamente, estdo condizentes com as 34 CNVs
reportadas por Xu et al. (2014) associadas a producdo de leite e a produgado e
porcentagem de gordura e proteina em bovinos da raga Holandés, por exemplo
CNVR_7 (BTA2:35126501-135147500), CNVR_78 (BTA11:105732001-105763500),
CNVR_134 (BTA17:74627001-74642500) e CNVR_202 (BTA29:50056501-
50078000) para as regides do painel de 50K (Apéndice A) e para o painel HD as
regibes CNVR_7 (BTA2:135126501-135147500), CNVR_89 (BTA11:106879501-
106948500), CNVR_172 (BTA17:74998001-75058715) e CNVR_ 213
(BTA29:51489501-51502868) (Apéndice B). Deste modo, presume-se que estas
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regides também estejam relacionadas as caracteristicas produtivas de leite na
populagao de vacas e touros Girolando.

O gene candidato /IGF2, anotado na CNVR_202 (50K) no BTA 29 (Apéndice A)
foi reportado em outros estudos de CNVs e esta associado a produgao de gordura e
proteina no leite (GAO et al., 2017) em bovinos taurinos e também presente em
regides de CNV em bovinos da raca Nelore (SILVA et al. 2016b). As regides de QTL
relacionadas as caracteristicas de produgdo de leite, gordura e proteina foram
principalmente identificadas em sobreposicdo as CNVRs candidatas nos
cromossomos BTA 5§ (39 QTL para o painel de 50K e 193 para o HD) e BTA 14 (74
QTL para 50K e 65 QTL para o HD). Esses resultados foram condizentes com as
regioes reportadas em estudos de CNVs por meio de painéis de SNP (XU et al., 2014)
e dados de NGS (BOUSSAHA et al., 2015; GAO et al., 2017).

A regido CNVR_8 (painel HD) no BTA 3, foi detectada em aproximadamente
15% da populagédo de touros Girolando. Alteragdo no numero de copias dos genes
presentes nessa regiao (GBP4 e GBP6) foi reportada em bovinos Nelore associada a
caracteristicas de carcaca (ZHOU et al., 2016a) e relacionada ao consumo alimentar
residual em vacas da raga Holandesa (HOU et al., 2012c). Esses genes sao da familia
“Guanylate Binding Protein” pertencentes a grande familia das guanosina trifosfatase
(GTPases) e sao capazes de hidrolizar moléculas de GTP (Guanosina Trifosfato) a
ambos GDP (Guanosina difosfato) e GMP (Guanosina monofosfato) e induzidos pelo
Interferon (IFN) (OLSZEWSKI et al., 2006). Existe pouca informac&o exata sobre a
funcdo dos genes GBP, entretanto alguns genes desta familia, como GBP4 pode estar
relacionado a protecao de patogenos intracelular (O'GORMAN, et al. 2009; VESTAL;
JEYARATNAM, 2011)

Os genes GIMAP presentes em numero de copias duplicadas no BTA4 nas
regides candidatas CNVR_31 e CNVR_32 pelo painel 50K (Apéndice A) e CNVR_11
e CNVR_12 pelo painel HD (Apéndice B) também sao pertencentes a familia GTPase
e preferencialmente expressos em células do sistema imune com importante fungao
na regulagao dos linfocitos T (CIUCCI; BOSSELUT, 2014). Essas regides estdao em
sobreposi¢ao a regides de QTL associadas com contagem de células somaticas e
parasitas. Deste modo, sugere-se que copias duplicadas desses genes podem estar

associadas a resisténcia as doengas, como por exemplo a mastite. Esses genes ja
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foram previamente descritos em regides de CNV em bovinos zebuinos e taurinos (LIU
et al., 2010; BICKHART et al., 2012; HOU et al. 2012b). Ainda no BTA4 esta a regiédo
candidata mista (CNVR_28) detectada pelo painel de 50K com maior frequéncia (~5%)
na nossa populacao de vacas Girolando (Figura 4), sendo que o gene anotado nessa
regiao (ZNF800) foi relacionado a contagem de células somaticas em estudo com
associagao de SNPs em uma populagéo de bovinos taurinos (CHEN et al., 2015).

Genes pertencentes a familia WC1, foram identificados em nosso estudo em
quatro regides presentes em mais de 1% da populacdo (CNVR_24; CNVR_28,
CNVR_29 e CNVR_30), como duplicagdes candidatas pelo NGS e como delegdes ou
regides mistas pelo painel de genotipagem HD (Apéndice B). WC1 é uma glicoproteina
encontrada em grande numero em mucosas, pertencente a familia dos receptores
“scavenger” ricos em cisteina (SRCR) e séo exclusivas dos linfécitos gama/delta T,
sendo esses linfocitos expressos somente em bovinos, ovinos e suinos e nao
presentes em humanos e ratos (HERZIG; BALDWIN, 2009). Essas variagbes no
numero de copias e a presenga em regides de SD podem ter sido desenvolvidas como
forma de sistema imune adaptado de ruminantes (LIU et al.,, 2009). Deste modo,
supde-se que individuos que apresentam regides cromossémicas duplicadas para
genes da familia WC1 provavelmente possuem um sistema imune mais diversificado
e eficiente tornando-os mais resistentes as infecgoes.

No cromossomo BTA17, pela detecgdo por meio do painel de 50K, foram
mapeados os genes OAS1Z e OAS1X na CNVR_127 (BTA17: 6365400-63673000) e
o gene IGLL1 na CNVR_128 (BTA17: 73089001:73099000) em menor numero de
copias, ou seja, regiao de delecao (Apéndice A). O gene “Immunoglobulin Lambda
Like Polypeptide 17 (IGLL1) foi reportado em outros estudos de CNV em bovinos
taurinos e zebuinos (HOU et al., 2012b; XU et al., 2016; YANG et al., 2017). Este gene
esta envolvido no desenvolvimento inicial dos linfécitos B (componente principal do
sistema imune humoral- anticorpos), sendo que mutagdes nesse gene podem resultar
em células B deficientes, ocasionando agamaglobulinemia (imunodeficiéncia com
predominancia de defeitos de anticorpos) (MINEGISHI et al., 1998). Em bovinos, o
IGLL1 tem sido associado com caracteristicas de producao de leite e de fertilidade
(CERRI et al., 2012; MINOZZI et al., 2013) e a variagdo no numero de cdpias desse

gene foi relacionada com susceptibilidade a parasitas (HOU et al., 2012b)
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As regides identificadas neste estudo nos cromossomos BTA5 (Figura 6;
Apéndice B) com genes em duplicata da familia WC1 em touros Girolando e a regido
de delecao no cromossomo BTA17 (Figura 4; Apéndice A), em que os genes OAS1Z,
OAS1X e IGLL1 estao anotados, pode estar intensamente relacionada a resisténcia
do animal Girolando a parasitas, uma vez que Hou et al. (2012b) em bovinos da raga
Angus, reportaram que animais com mais coépias dos genes OAS e IGLL1
demonstraram-se mais susceptiveis as infecgdes por nematddeos gastrointestinais e
aqueles individuos com mais cépias do gene WC17 no genoma mais resistentes.

Devido a raga Girolando apresentar proporgao de genes de zebuinos, sugere-
se que as regides de delegado e duplicacdo detectadas no BTAS (pelo painel de 50K
(CNVR_39 e CNVR _40) (Apéndice A) e pelo painel HD (CNVR _14 até CNVR_20)
(Apéndice B) estejam associadas a caracteristicas reprodutivas em Girolando,
principalmente a regido englobando 58Mb a 59Mb, uma vez que foi confirmada por
todos os métodos de detecgédo utilizados nesse estudo (50K, HD, baseado na familia
e NGS). Essa hipotese foi embasada em estudos anteriores, em que foi encontrada a
mesma regiao de delecao especifica para ragas zebuinas ou compostas (MCDANELD
et al., 2014; ZHOU et al., 2016b).

De acordo com McDaneld et al. (2014), delegbes em homozigose detectadas
em fémeas zebuinas apresentaram associacdo com a reducdo da eficiéncia
reprodutiva das vacas. Entretanto, delegcbes presentes em machos ndo demonstraram
ter efeito sobre a eficiéncia reprodutiva do touro, porém o touro podera transmitir a
cbpia da regido em delegdo para progénie, o que podera prejudicar a eficiéncia
reprodutiva das suas filhas. Estudos de associacao de SNPs também tém relacionado
a regiao 25Mb a 70Mb com caracteristicas reprodutivas, tais como intervalo de retorno
do animal a estagao de acasalamento e circunferéncia escrotal em zebuinos e ragas
compostas (HAWKEN et al., 2012; BUZANSKAS et al., 2017). O gene candidato
presente nessa regiao € o OR6C1, da familia dos receptores olfativos, e pode estar
relacionado ao comportamento sexual e reprodutivo dos mamiferos (PARMENTIER
et al.,1992; CHAMERO; LEINDERS-ZUFALL; ZUFALL, 2012).

Para analise dos termos MeSH das CNVRs candidatas oriundas do painel de
HD (Tabela 9), a maioria dos genes enriquecidos (P < 0,05) foram da familia do

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) da classe Il, como BolA-DQAS
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(major histocompatibility complex, class Il, DQ alpha 5), DQB (major histocompatibility
complex, class Il, DQ beta), LOC100848815 (DQ haplotype D alpha chain-like), BolA-
DQAZ2 (major histocompatibility complex, class Il, DQ alpha). Era esperado encontrar
genes dessa familia nas CNVRs, pois ha evidéncias de que muitos genes do sistema
imunolégico adaptativo e inato estdo em numero de copias variaveis dentro das
espécies de vertebrados (BALAKRISHNAN et al., 2010). Zhou et al. (2016b)
encontraram regides de CNV compartilhadas entre bovinos taurinos e zebuinos
envolvendo os mesmos genes do sistema MHC relatados no nosso estudo.

O sistema MHC em bovinos, denominado como antigeno leucocitario bovino
(BoLA — “bovine leukocyte antigen complex”), mapeado no brago curto do
cromossomo BTA23, consiste na familia de genes envolvidos no processamento e
apresentacao de peptideos para as células do sistema imune (STEAR, et al., 2001;
PASHMI et al., 2009). Os genes do MHC encontram-se divididos em trés classes,
denominadas classes |, Il e lll, sendo que cada classe desempenha uma fung¢do. Os
genes da classe Il do complexo BoLA codificam proteinas expressas em células
apresentadoras de antigenos, como macrofagos, para linfécitos T CD4+ (BROWN et
al., 2002; MORSE et al. 2012) e sao fundamentais para o sistema imune adaptativo.
Em bovinos, os genes da classe Il sdo divididos em duas classes, de acordo com o
tipo de proteina codificada (DQ ou DR).

Em bovinos de leite, os genes do complexo BolA de classe Il sdo associados a
resisténcia ou susceptibilidade a mastite (KELM et al., 1997; SHARIF et al., 1998).
Park et al. (2004) relataram que vacas que expressam maior numero de diferentes
alelos DQ apresentam forte resposta imune de células Th1 e, consequentemente séo
mais resistentes. Thompson-Crisp et al. (2014) encontraram associacao dos genes do
complexo BolA classe Il com reposta imune humoral (AMIR) e mediada por células T
(CMIR). Esses autores observaram que vacas com alta resposta imune humoral
demonstraram baixa incidéncia de mastite clinica em comparagao com vacas de baixa
resposta imune humoral. Provavelmente, a razao principal para a variagao no numero
de copias dos genes da regidago MHC entre os individuos € a manutencdo da
variabilidade genética da populagao, protegendo-a contra patégenos. Deste modo
deve-se evitar a pratica de endogamia em plantéis, pois pode acarretar a perda da

diversidade genética no locus MHC, e consequentemente elevar a susceptibilidade
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dos rebanhos a epidemias (EIMES et al., 2011).

A via metabdlica transducgao do olfato foi a mais enriquecida (p < 0,05) por meio
do KEGG para as CNVRs candidatas oriundas do painel de 50K e para o painel HD
(Tabelas 7 e 10). Este resultado esta condizente com resultados relados na literatura
em bovinos, pois na maioria dos estudos tém sido encontrados genes dessa familia
enriquecidos nas CNVRs (BICKHART et al., 2012; BOUSSAHA et al., 2015; SILVA et
al., 2016b; GAO et al., 2017; YANG et al., 2017). Os genes dos receptores do olfato
(OR) constituem a maior familia do genoma dos mamiferos dispersos na maioria dos
cromossomos (LEE et al., 2013), sendo que, a maioria dos genes da familia OR est&o
em variagdo no numero de cépias nos genomas de diferentes espécies (LIU et al.,
2010; VAN ZIFFLE; YANG; CHEHAB, 2011; WASZAK et al., 2010). Esses genes tém
representado importante papel na evolugéo e no sistema adaptativo dos mamiferos
(HASIN et al. 2008; NIIMURA, 2009). Genes da familia OR ocorrem em regides
préximas a duplicagdes segmentares (SD) e estas regides estdo associadas com
CNVs nas regides génicas (HOU et al., 2011; CICCONARDI et al., 2013, JIANG et al.,
2013).

A deteccao por meio de varias metodologias neste trabalho permitiu identificar
e caracterizar acuradamente CNVRs candidatas relacionadas principalmente a
resisténcia a doengas, como mastite e parasitas e as caracteristicas reprodutivas em
bovinos Girolando e auxiliar no mapa de CNVs em bovinos taurinos e zebuinos. Além
disso, regides de CNVs podem ser utilizadas em uma pré-selecao de individuos para
o teste de progénie, por meio de identificagao de regides especificas relacionadas as
caracteristicas de interesse, como fertilidade e resisténcia a parasitas.

Entretanto, Para uma melhor avaliagdo dessas regides ainda se faz necessario
uma validagao por PCR em tempo real e analises de associagdo com fendtipos. No
entanto, muitos estudos verificaram os efeitos das variagdes no numero de copias por
meio sa funcdo dos genes anotados nas CNVRs identificadas (SEROUSSI et al.,
2010; SILVA et al.2016b; YANG et al., 2017) similar ao que foi realizado neste
trabalho, pois ainda ha diversas especulagdes sobre estudos de associacido ampla
envolvendo CNVS com fendtipos, principalmente quantitativos (KIM et al., 2012)
devido a complexidade dos gendtipos gerados pela identificagdo de CNVs
(HANDSAKER et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Ziffle%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21390308
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5 CONCLUSAO

A maioria das regides de variagbes no numero de copias candidatas
identificadas neste estudo demonstraram que podem estar influenciando
caracteristicas de importancia econémica para a bovinocultura de leite, principalmente
relacionadas a sanidade e reproducdo. Nossos resultados também evidenciaram
regides do sistema imune adaptativo com CNVs, principalmente nos cromossomos
BTAS e BTA17, provenientes exclusivamente dos animais zebuinos presentes nos
animais da raga Girolando, devido essas regides esses animais sdo mais resistentes

e produtivos em ambientes de clima tropical.
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CAPiTULQ 3. VARIAGOES NO NUMERO, DE COPIAS EM TOUROS GIR,
HOLANDES E GIROLANDO POR MEIO DE TECNICA DE SEQUENCIAMENTO DE
NOVA GERACAO

RESUMO - A utilizagdo de variagdo no numero de copias (CNV) em estudos de
genética de populagdes podera identificar possiveis divergéncias populacionais
ocasionadas devido as diferengas no numero de cépias (CN) de regides ou genes e 0
impacto em caracteristicas de interesse econémico tais como, eficiéncia reprodutiva
e sanidade. O objetivo deste trabalho foi detectar CNVs em bovinos da raga Girolando,
Gir e Holandés por meio de dados de sequenciamento de nova geracdo (NGS),
identificar regides de CNVs especificas em Girolando provenientes do Gir e do
Holandés e verificar diferenciacao populacional entre as ragas por meio do numero de
copias dos genes anotados nas regides de CNVs. Foram utilizados dados de NGS
oriundos de trés touros da raga Girolando, quatorze touros da raca Gir e cinco touros
da raca Holandés. Apdés o alinhamento das “reads” provenientes do
ressequenciamento, as CNVs foram detectadas pela metodologia “read-depth”
implementada no programa CNVnator. Para verificar a diferenciagdo populacional
entre as ragas por meio do numero de copias dos genes anotados nas regides de
CNVs, foi realizada a estatistica Vst. Eventos de dele¢des foram mais frequentes do
que eventos de duplicacdes na maioria dos touros. Considerando todas as ragas como
populagao unica, as CNVs foram agrupadas em 7.829 regides, com frequéncia média
de 24,01 % na populagdo. Um total de 318 e 75 regides de CNVs foi compartilhada
exclusivamente entre Girolando e Gir e Girolando e Holandés, respectivamente.
Genes relacionados com fertilidade (MEPCE e ASB3) e susceptibilidade as doencgas
(HLX e MIR-455) foram anotados nas regides especificas compartilhadas entre
Girolando e as ragas formadoras (Gir e Holandés). Os valores de Vst variaram de -
0,37 a 0,98, quanto maior o valor para Vst maior a diferenciagao populacional. Nesse
estudo, 70 genes apresentaram Vst maior do que 0,50, indicando elevada
diferenciagcdo populacional entre as racas. O gene AOX17 apresentou elevado Vst
(0,98), presente em maior numero de copias na raga Gir do que na raga Holandés. A
regiao em que AOX1 esta localizado, pode estar segregando entre as racas zebuinas
e compostas. Esse estudo permitiu concluir que CNVs sédo extremamente importantes
para caracteristicas reprodutivas e de sanidade. A variagédo no numero de cépias teve
participagado na divergéncia genética entre bovinos zebuinos e taurinos, contribuindo
para as diferencas fenotipicas entre as subespécies. O estudo de diferenciacao
populacional evidenciou selegdo positiva no genoma de animais da raga Gir e
Girolando para caracteristicas relacionadas a adaptacdo desses animais aos
ambientes de clima tropical, possivelmente originarias do processo de domesticagao.
Palavras-chave: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, bovinos de leite, genética de
populagdes
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CHAPTER 3 COPY NUMBER VARIATION IN GIROLANDO, GIR, AND HOLSTEIN
BULLS USING NEXT-GENERATION SEQUENCING

ABSTRACT - Applying copy number variation (CNV) in population genetics studies
could identify population divergences due to alterations in copy number regions or
genes and what their impact on economic interest traits, including reproductive
efficiency and health traits. The objective of this study was to detect CNVs in Girolando,
Gir and Holstein bulls using next-generation sequencing (NGS), to identify breed-
specific CNV regions in Girolando from Gir and Holstein, and to verify the population
differentiation among the breeds. We analyzed three genomes from Girolando bulls,
14 from Gir and five from Holstein.After the reads alignment, a read depth method was
performed using CNVnator software to detect the CNVs. To verify the population
differentiation among the breeds the Vst statistic was applied for each CNV gene.
Deletions events were more frequent than duplications in most of the bulls. Considering
all breeds as unique population, CNVs were merged in 7,829 regions with average
frequency in the population equal to 24.01%. A total of 318 and 75 regions of CNVs
were shared exclusively between Girolando and Gir and Girolando and Holstein,
respectively. Genes linked to fertility (MEPCE, ASB3) and to disease susceptibility
(HLX, MIR-455) were annotated in the specific regions shared between Girolando and
the pure-breeds (Gir and Holstein). The Vst values ranged from -0.37 to 0.98, high Vst
values indicate a high level of population differentiation. In this study, 70 genes
presented Vst greater than 0.50, indicating a high population differentiation among the
breeds. The AOX1 gene showed top Vst (0.98), which it was present in a variable copy
number in Gir breed. The region where AOX1 is located may be segregating between
the zebu and composite breeds. Our findings indicated that CNVs are extremely
important for reproductive and health traits. The population differentiation study
evidenced positive selection in genome of the Gir and Girolando animals for traits
related to the adaptability of the breeds in tropical environmental may have originated
from the domestication process.

Keywords: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus, dairy cattle, population genetics
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1 INTRODUGAO

A populagédo de bovinos pode ser classificada em duas subespécies, sendo
taurinos (sem presencga de giba) e zebuinos (com presencga de giba), apresentando
grandes diferencas fenotipicas entre si (BRADLEY et al.,, 1996; THE BOVINE
HAPMAP CONSORTIUM, 2009). Estudos demonstraram que essas subespécies
divergiram do ancestral comum entre 0,6 e 2 milhdes de anos atras (MACHUGH et
al.,, 1997; HIENDLEDER; LEWALSKI; JANKE, 2008). Evidéncias arqueoldgicas
mostraram que taurinos e zebuinos surgiram independentemente em pelo menos dois
locais de domesticagdo, sendo que taurinos emergiram do Oriente Préximo
(Crescente Fértil) aproximadamente 8.000 a 10.000 anos atras e os zebuinos do Vale
do rio Indo (Paquistdo), com difusdo pela india ~6.000 a 8.000 atrds e mais
recentemente (3.000 anos) com a introducdo de machos no norte da Africa (LOFTUS
et al., 1994; LARSON et al., 2014).

Racas bovinas localmente adaptadas com ampla diversidade genética e
fenotipica foram originadas por alteragdes do genoma ocorridas no processo de
domesticacdo e pela combinacdo dos efeitos da selegcdo positiva e dos eventos
demograficos e de introgressdo (XU et al., 2015). Para verificar as divergéncias
genéticas entre taurinos e zebuinos e identificar possiveis origens do processo
evolutivo, demografico e de domesticagéo, estudos de genética de populagdes tém
sido amplamente realizados por meio de painéis de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) (MAKINA et al., 2014; BUZANSKAS, et al. 2017; CAMPOS et al.,
2017).0Outra importante fonte de variacédo de diversidade genética, denominada de
variacdo no numero de coépias (CNV), tem demonstrado importante participagdo em
processos de evolugcao e adaptacao das espécies, como em humanos (ZHANG et al.,
2009; ISKOW; GOKCUMEN; LEE, 2012), suinos (PAUDEL et al.,2013) e canideos
(BERGLUND et al., 2012). CNVs podem ser definidas como duplicagdes e delegdes
variando de 50 pares de bases até cinco megabases (Mb) na comparagéo entre os
genomas de dois individuos (MILLS et al., 2011; SUDMANT et al., 2015).

Em bovinos, alguns autores tém empregado CNVs em estudos envolvendo
genética de populagdes com a finalidade de investigar padrbes de selegéao, identificar
a origem das diferengas genéticas entre racas de leite e de corte e principalmente
entre as subespécies (taurinos e zebuinos) (BICKHART et al., 2016; XU et al., 2016;
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YANG et al.,2017). Embora a evolu¢gdo dos genomas bovino e a histéria demografica
tenham sido demasiadamente exploradas, a diversidade e propriedades genéticas
das CNVs ainda nao sdo bem estabelecidas como os SNPs (BICKHART et al, 2016).
As CNVS abrangem regides de DNA maiores e possuem efeitos na dosagem génica,
ou seja, na quantidade de produto do gene (mMRNA ou proteina expressos) que podera
aumentar ou diminuir de acordo com cada cdépia adicional ou reduzida do gene
(INNAN; KONDRASHOV, 2010). Consequentemente, a regulagdo génica sera
alterada e podera ocorrer uma exposic¢ao a alelos recessivos (ZHANG et al., 2009). A
aplicacdo de CNVs em estudos de genética de populagdo podera auxiliar na
compreensao dessas variagcbes e o impacto em caracteristicas de interesse
econdmico como de eficiéncia reprodutiva e sanidade.

Animais provenientes de acasalamentos entre ragas zebuinas e taurinas tém
sido muito utilizados nos sistemas de producao de leite e de corte, principalmente em
paises de clima tropical, devido as diferengas genéticas e fenotipicas entre as
subespécies ocasionadas principalmente pela adaptacao aos diferentes ambientes e
selecdo, proporcionando complementariedade das ragas (VASCONCELLOS et al.,
2003). A raca Girolando é um exemplo de racga leiteira oriunda de cruzamentos entre
taurinos (Holandés) e zebuinos (Gir), sendo criada com a finalidade de explorar as
caracteristicas favoraveis do Gir, como rusticidade e adaptabilidade e a elevada
producao de leite da raga Holandesa.

Considerando a importancia de zebuinos e animais provenientes do
acasalamento entre taurinos e zebuinos para o Brasil (FAS/USDA, 2017), sendo a
pecuaria uma das atividades econdmicas mais representativas do pais (CEPEA/CNA,
2017), é imprescindivel a conducgao de estudos envolvendo CNVs em animais de raca
composta e em racas formadoras para melhor caracterizacdo da diferenciacao
populacional e verificar possiveis CNVs especificos de taurinos e zebuinos. O objetivo
desse trabalho foi detectar CNVs em bovinos da raga Girolando, Gir e Holandés por
meio de dados de sequenciamento de nova-geragao (NGS), identificar regides de
CNVs especificas em Girolando provenientes do Gir e do Holandés e verificar
diferenciagao populacional entre as ragas por meio do numero de cépias dos genes

anotados nas regides de CNVs.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e e ressequenciamento

O DNA de trés touros da raca Girolando, quatorze touros da raga Gir e cinco
touros da raga Holandés foi extraido a partir de amostras de sangue e sémen
utilizando DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme
recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado e avaliado por
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). O
genoma completo dos touros foi ressequenciado por meio da plataforma lllumina
HiSeqg2000 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA).

As bibliotecas utilizadas para o ressequenciamento foram do tipo ‘paired-end’,
ou seja, houve sequenciamento de ambas as extremidades dos fragmentos de DNA
com tamanho de 500bp, em que foram produzidas leituras com tamanho de 2 x 100
bp e 200 bp. Os procedimentos de construgdo das bibliotecas foram realizados de

acordo com os protocolos sugeridos pelo fabricante.

2.2 Controle de qualidade e alinhamento das sequéncias no genoma referéncia

A partir dos dados gerados dos sequenciamentos de nova-geragao, a
qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada por meio da ferramenta FastQC (http://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Apds o diagndstico dos dados,
foi realizado o controle de qualidade das leituras por meio do programa “SeqyClean”
(ZHBANNIKOQV et al., 2017) conforme o recomendado pelo protocolo do projeto “1000
bulls” (http://www.1000bullgenomes.com/) em que foram removidas

i. Leituras com trés ou mais bases nao identificadas (N) nas sequéncias

il Leituras com média de qualidade para “Phred score” inferior ou igual a

20 ou seja, a probabilidade média de que as bases estejam incorretas
foi de no minimo 0,01.

iii. Bases de baixa qualidade (com Phred score menor do que 20).

iv. Leituras com comprimento menor do que 50 bases nas sequéncias.

Também foram removidos das sequéncias adaptadores e possiveis

contaminantes. A remoc¢ao dos adaptadores € importante, pois as suas sequéncias
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podem ser incorporadas na montagem do genoma, gerando um alinhamento errbneo
das bases no genoma.

Ap0ds o controle de qualidade foi realizado o alinhamento das sequéncias com
base no genoma referéncia bovino UMD 3.1 (http://stothard.afns.ualberta.ca/1000_bul
|_genomes/reference_for_mapping/umd_3 1 _reference_1000_bull_genomes.fa.gz)
por meio do algoritmo BWA-MEM (LI; DURBIN, 2009) (Breve pipeline descrito no
Apéndice C). As estatisticas dos alinhamentos foram realizadas por meio da

ferramenta samtools flagstat (LI et al., 2009; LI, 2011).

2.3 Deteccao das variagées no numero de copias

A deteccao das variagdes no numero de copias foi realizada para cada animal
por meio da metodologia “read depth” (RD) implementada pelo programa
computacional CNVnator (ABYZOV et al, 2011). Essa metodologia consiste em
detectar as CNVs por meio da da densidade das “reads” alinhadas ao longo dos
cromossomos. A estimativa de densidade de Kernel (WAND; JONES, 1995;
COMANICIU; MEER, 2002), método estatistico ndo-paramétrico, foi utilizado para
estimar a funcao de densidade das “reads”.

Basicamente, a metodologia consiste na comparacao entre a profundidade do
alinhamento das leituras entre janelas de tamanho pré-definidos (“bin size”) por meio
de um valor médio central. O tamanho da janela € um limite tedrico pré-definido para
o ponto de quebra (“breakpoints”). Foi utilizado janelas de 250 bp e 500 bp de acordo
com as recomendagdes dos autores (ABYZOQV et al, 2011). Foram considerados nas
analises somente os cromossomos autossémicos.

Para reducdo de resultados falsos-positivos foi realizado o controle de
qualidade das CNVs detectadas. Foram consideradas apenas CNVs significativas (p
< 0,01) para o teste estatistico t, em que a hipotese testada € se a média de sinal de
profundidade das “reads” € a mesma da média empirica Também foram excluidas
CNVs com fragao de “reads” mapeadas com baixa qualidade menores do que 0,5 (q0
< 0,5) e CNVs com tamanhos maiores do que 1 quilobase (kb).

Ap0ds o controle de qualidade, o numero de cépias presente em cada regiao foi
obtido pela fungao genotype do programa CNVnator.


http://stothard.afns.ualberta.ca/
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2.4 Diferenciagao populacional por meio do niumero de cépias

Para verificar a estratificagdo das CNVs e dos genes entre os individuos da
raga Girolando, Gir e Holandés foi utilizada a estatistica denominada de Vy; , proposta
por Redon et al. (2006). Essa estatistica é equivalente ao indice de fixagcdo (FsrT),
estimativa de divergéncia genética entre subpopulagdes e a populagao total, descrito
por Wright (1965), utilizada para verificar a diferenciacdo genética populacional, por
meio das frequéncias alélicas.

A estatistica de V. foi calculada utilizando a média do numero de copias
presentes nas regides em sobreposicao aos genes anotados no genoma bovino,
considerando as analises aos pares das populagdes, conforme a equacio descrita

abaixo:

Vi = Vs
Vi

Vsr =

Em que V; é a variancia entre os numeros de copias normalizado entre todos
os individuos e V; é a variancia media dentro de cada populagdo ponderada pelo
tamanho amostral de cada populagdo. Quanto maior o valor de Vg, maior o nivel de
diferenciagao populacional, devido a variagdo no numero de cépias em determinada

regiao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Detecgao de CNVs

A cobertura média do sequenciamento, ou seja, 0 numero de vezes que o
nucleotideo foi confirmado por leituras idénticas variou de 7,20 (Gir) a 16,46
(Girolando) (Tabela 1), permitindo poder estatistico suficiente para detecgdo de CNVs,
uma vez que estudos anteriores relataram que 4x de cobertura ja é suficiente para
detectar CNVs por meio da metodologia de RD (SUDMANT et al., 2010; BICKHART
et al., 2012). Na maioria dos touros, exceto para os touros E (Gir) e V (Holandés), foi
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identificado maior numero de delegdes do que duplicagdes, o que ja era esperado
devido a sensibilidade do método para detectar duplicagbes (ABYZOV et al., 2011).
Gao et al. (2017), em oito bovinos de leite da raca Holandés também identificaram
maior numero de dele¢des do que duplicagbes por meio do programa computacional
CNVnator.

Tabela 1. Cobertura média das bases alinhadas (Cob.), numero total de reads (Total
de reads), porcentagem de reads alinhadas (map), numero de delegbes (DEL) e
duplicagdes (DUP) identificadas em cada animal e tamanho médio (Tam) da variagao
no numero de cépias detectada em quilobases(Kb).

Touro Raga Cob. Total de reads  %map Del Dup Tam
A Girolando 10,97 298.378.898 99,07 1.309 237 27,61
B Girolando 12,75  346.499.817 99,05 1.208 243 17,00
C Girolando 16,46  448.340.078 98,90 5.278 4.410 45,00
D Gir 15,01  408.506.315 98,98 1.192 287 26,31
E Gir 15,49  421.943.648 98,75 8.162 11.105 87,60
F Gir 15,10 371.824.564 99,75 3.206 556 17,65
G Gir 15,00 362.976.826 99,76 3.667 544 20,06
H Gir 15,80 385.658.481 99,75 3.649 588 17,26’
I Gir 15,50 375.117.594 99,76 3.538 611 17,62
J Gir 14,20 344.700.983 99,75 3.171 616 19,51
K Gir 13,90 339.612.436 99,75 3.181 560 21,63
L Gir 12,60 306.739.343 99,77 3.147 522 18,97
M Gir 13,90 345.914.070 99,73 3.003 626 15,08
N Gir 7,20 172.947.375 96,31 1.053 275 50,02
O Gir 10,70  263.444.405 99,77 2.961 526 22,17
P Gir 12,30  299.832.543 99,77 3.419 518 21,23
Q Gir 10,20 260.469.051 99,60 774 374 38,66
R Holandés 12,46  338.661.926 99,02 1.745 377 37,77
S Holandés 12,05 327.629.321 99,71 1.121 238 65,25
T Holandés 14,02  381.212.025 99,68 1.090 222 50,20
U Holandés 10,76  292.493.299 99,71 1.205 231 58,52
V Holandés 11,21 310.129.677 89,61 341 565 403,70

O numero de CNVs detectadas nos touros Girolando (exceto touro C) foi similar
ao numero de CNVs identificadas na ragca Holandés, porém na raca Gir foi identificado
maior numero de CNVs (Tabela 1). Esses resultados demonstraram que o
alinhamento do genoma de animais de raga composta, como o Girolando, utilizando
o genoma referéncia proveniente de taurinos permitiu uma detecgdo de CNVs
confiavel nesses animais. Bickhart et al. (2016) encontraram numero semelhantes de

CNVs entre zebuinos e taurinos em maior numero de animais e diferentes ragas (21
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zebuinos e 54 taurinos). Estudos realizados anteriormente utilizando painéis de
genotipagem para detecgdo encontraram maior numero de CNVs em bovinos
zebuinos em relagao a taurinos (HOU et al., 2011; YANG et al., 2017).

Pode-se observar, duas amostras discrepantes na populagdo em relagdo ao
numero de CNVs, sendo o Touro C da raga Girolando e o Touro E da raga Gir. Sugere-
se que o elevado numero de CNVs detectadas nesses individuos tenham ocorridos
devido aos fatores laboratoriais que podem interferir na qualidade do sequenciamento,
como por exemplo manipulagdo e qualidade do DNA e amplificagdo excessiva na
etapa de montagem das bibliotecas, ocasionando resultados falsos-positivos. As
CNVs detectadas individualmente nos animais foram agrupadas em regides de CNVs
(CNVR) considerando no minimo um par de base em sobreposicédo para cada raga.
Foram observadas 8.519 CNVRs unicas, ou seja, presente somente naquele
individuo, para o Touro C, e 15.953 regides para o Touro E, abrangendo 79% do total
das regides encontradas em ambas as ragas (10.781 CNVRs na raca Girolando e
21.083 na racga Gir). Considerando que essas amostras eram heterogéneas em
relacdo as demais e possivelmente a taxa de CNVs falsos-positivos era alta, as duas
amostras foram removidas para as analises de diferenciagao populacional.

Apos a remogao das duas amostras (Touro C e Touro E), as CNVs foram
novamente agrupadas em 2.505 (2.162 delegdes, 318 duplicagdes e 25 mistas), 8.173
(7.203 delegdes, 715 duplicacdes e 255 mistas) e 2.742 regides (1.909 delecdes, 672
duplicacbes e 161 mistas) para as ragas Girolando, Gir e Holandés, respectivamente

(Figura 1).
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Figura 1. Numero de regides de variacdao no numero de cépias (CNVR) dos segmentos
de DNA em touros da raca Gir, Girolando e Holandés.

3.2 Grupos de CNVRs especificos entre ragas

Considerando todas as ragas como uma unica populacdo as CNVs foram
agrupadas em 7.879 regides (Figura 2). A frequéncia média de CNVRs foi de 24,01%,

ou seja, em média no minimo cinco animais apresentaram determinada CNVR.
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Figura 2. Mapa das regides de variagdo no numero de cépias (CNVRs) identificadas
em bovinos da raga Girolando (em verde), Gir (em roxo), Holandés (em azul) e as
CNVRs em toda a populagédo, sendo em azul as regides presentes em todas as

amostras.

Foi observado quatro vezes mais CNVRs compartilhadas exclusivamente entre
Girolando e Gir (318) do que entre Girolando e Holandés (75) (Figura 3). Sugere-se
que as regides compartilhadas entre os touros Girolando e as ragas formadoras (Gir
e Holandés) sédo provenientes de CNVs especificas de zebuinos e taurinos
segregando em animais cruzados. Presumindo-se que a maioria das CNVs estao

relacionadas as caracteristicas de sanidade e reprodutivas (HENRICHSEN et al.,
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2009, ZHANG et al. 2009), sendo zebuinos mais resistentes e adaptados ao clima
tropical do que taurinos, justificou-se o maior numero de CNVRs compartilhadas entre
Girolando e Gir. Provavelmente, esse resultado se deve aos objetivos de selegéo para
as racas. A raca Girolando foi criada e tem sido selecionada para apresentar
principalmente regides do genoma provenientes do Gir associadas a resisténcia a
parasitas, rusticidade e adaptabilidade ao clima tropical.

574

~~o
.o

Figura 3. Numero de regides de variagdo no numero de copias compartilhadas entre
touros da raga Girolando, Gir e Holandés (HOL).

Nas regides especificas entre Gir e Girolando foram anotados 103 genes com
base no banco de dados RefSeq Genes (Apéndice D) em sobreposicao as CNVRs
(20,75%). O gene MEPCE (“Methylphosphate capping enzyme”) foi mapeado em uma
CNVR, no BTA25, presente em 14 touros (70%) da raca Gir e Girolando com numero
de copias médio de 1,24, ou seja, € uma regido com alta confiabilidade de delegao
especifica de zebuinos. Esse gene pode estar associado a fertilidade de touros, uma

vez que em estudo realizado por Kropp et al. (2017) embriées provenientes de touros
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da raga Holandés considerados de alta fertilidade apresentaram esse gene mais
expresso do que em embrides oriundos de touros de baixa fertilidade. Essa regido de
delecdo no genoma de touros zebuinos e ragas compostas pode estar afetando a
fertilidade do rebanho, possivelmente influenciando na quantidade do produto do gene
MEPCE e afetando a sua expresséo.

O gene HLX (“H2.0-like homeobox”), anotado na regido de CNV (delec&o) no
cromossomo BTA16, nos dois touros Girolando e em nove touros Gir (55% da
populagao) pode estar relacionado a resisténcia a doengas, pois possui importante
funcao na resposta do sistema imune inato em processos infecciosos. O HLX induz e
interage com o fator de transcrigado T-bet, fundamental para diferenciagdo das células
do sistema imune do tipo Th1 (MULLEN et al.,, 2002). Células Th1 reconhecem
antigenos de patdgenos expressos na superficie das células infectadas e liberam
citocinas para que os microorganismos sejam destruidos. Em ovinos esse gene foi
diferencialmente expresso em ovelhas susceptiveis a helmintos gastrointestinais
(PEMBERTON, et al. 2011)

Apenas 18,66% das CNVRs especificas entre Girolando e Holandes estavam
em sobreposicdo em regides de genes, compreendendo 20 genes anotados
(Apéndice E). O gene ASB3 (“Ankyrin repeat and SOCS box protein 3”), mapeado no
cromossomo BTA11 em regido de delecdo, em trés animais da raga Holandés e em
um animal da raca Girolando, esta envolvido nas respostas aos processos
inflamatorios. A regulacdo desse gene pode estar relacionada a fertilidade de vacas
da raga Holandesa (MOORE et al., 2016). Em humanos, disfun¢gdes no ASB3 como
mutagdes e inibicdo estdo associadas com patogénese e progressao do cancer
colorretal (DU et al., 2017). O micro RNA MIR-455, anotado no cromossomo BTAS,
na CNVR presente em quatro touros Holandés e um da raca Girolando pode estar
relacionado a susceptibilidade a doengas. A regulacdo desse microRNA esta
associada com a resposta ao virus da febre aftosa e pode auxiliar no diagnéstico de
animais infectados (STENFELDT et al., 2017).
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3.3 Diferenciagao populacional por meio dos genes anotados nas CNVs

Os valores de Vst para a média do numero de cépias dos genes anotados no
genoma bovino variaram de -0,37 a 0,98 (Figura 4), quanto maior o Vst maior a
diferenca genética entre as populagdes (Girolando, Gir e Holandés), provavelmente
originarias de pressdes de selecao diferentes para cada raga, indicando possiveis
assinaturas de selegao. Nesse estudo foram encontrados 70 genes com Vst maior do
que 0,50 (Apéndice F). Esses resultados indicaram elevada diferenciagcdo entre as
ragas por meio da variagdo do numero de copias. Xu et al. (2016) encontraram 78

CNVs de linhagem especificas (Vst> 0,40) de taurinos e zebuinos.
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Figura 4. Diferenciagao populacional entre bovinos da raca Girolando, Gir e Holandés
para a média no numero de cdpias das regides dos genes anotados pelo RefSeq
estimadas pela estatistica Vst ao longo de cada cromossomo.

A CNVR (BTA2:89572251-89597250) proxima ao gene AOX1 (“Aldehyde
Oxidase 17), apresentou um dos maiores Vst (0,98), sendo que os touros Girolando
apresentaram trés copias dessa regiao, touros Gir quatro copias e os touros da raga

Holandés n&o apresentaram variagdo no numero de copias. A presenca de trés copias
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dessa regidao em bovinos Girolando, sugere uma potencial regido herdavel de CNVs
proveniente exclusivamente de zebuinos. O AOX1 pertence a familia dos aldeidos
oxidase, sendo responsavel pela produgao do peroxido de hidrogénio e envolvido no
metabolismo de farmacos e detoxificacdo (eliminagdo de toxinas das células)
(BICKHART et al., 2016). Na evolugdo dos mamiferos, genes da familia dos aldeidos
estdo associados primeiramente aos eventos de multiplicagdo desses genes e
subsequente a fase de delegcdo ou supressdo dos mesmos, de acordo com as
necessidades especificas de cada espécie (GARATTINI; FRATELLI; TERAO, 2009).
A duplicacdo na regido do gene AOX7 em zebuinos pode indicar divergéncias que
ocorreram nos processos de domesticagcdo dessas subespécies, como por exemplo
regiao demografica. Essa regiao especifica de CNVs em zebuinos ja foi confirmada
em outros estudos em animais taurinos e zebuinos (HOU et al.,2012; BICKHART et
al., 2012; BICKHART et al., 2016).

Os genes SLBP (Stem-Loop Binding Protein) e TACC3 (Transforming Acidic
Coiled-Coil Containing Protein 3), no BTA6, assim como o AOX7, também
apresentaram Vst igual a 0,98. Entretanto, apresentaram em meédia 1,255 coépias
somente em touros da raga Holandés. Esses genes estdo envolvidos nos processos
de formagado e crescimentos dos odcitos durante a meiose (BESSA et al., 2013;
MAHDIPOUR et al., 2015), consequentemente, possuem importante fungcédo para
reproducdo dos bovinos. Em bovinos de corte em uma populagado cruzada SNPs
localizados proximos a esses genes foram associados significativamente (P < 0.0001)
com eficiéncia alimentar (SERAO et al., 2013). Devido a serem em delegbes
relativamente grandes e possivelmente especificas de taurinos com genes de
importancia para reproducao e produgao recomenda-se novos estudos para melhor
investigacao dessa regiao.

O gene PRAME (Preferentially Expressed Antigen In Melanoma) (Vst = 0,77),
foi mapeado no BTA17 dentro de uma regido com 100% em sobreposigéo
(BTA17:51252501-51660000) ao gene, com média igual a 14,51 copias por animal
somente nos animais da raga Gir. Esse gene esta envolvido em processos biolégicos
de reproducido e imunidade e sdo expressos predominantemente nos testiculos
(CHANG et al., 2011). Yue et al. (2013) associaram negativamente o numero de

copias do gene PRAMEY (gene PRAME especifico do Y) com a fertilidade de touros,
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ou seja, quanto maior o CN pior é a fertilidade do touro. Esses mesmos autores
também encontraram maior CN para zebuinos do que taurinos. Possivelmente, essa
CNVR é especifica de zebuinos, pressupondo que em evolugédo, grupos de genes
envolvidos nos processos reprodutivos, como PRAME, estao sob pressao de selegao
positiva, uma vez que esses genes podem contribuir para a expansao independente
e adaptacao das linhagens especificas (TIAN; PASCAL; MONGET, 2009). Visando a
melhoria reprodutiva dos rebanhos, sugere-se que essa CNVR seja monitorada em
zebuinos e ragas compostas, e no futuro podera ser incluida em painéis de SNPs com
a finalidade de auxiliar na selecdo de melhores individuos para caracteristicas
reprodutivas.

Maior numero de cépias (em média 41,71 copias por animal) foi observado na
regiao (BTA9: 91182751-91190500), com tamanho de 7,749 kb, presente em dez
touros da raca Gir. Esta regido esta localizada préxima ao gene RGS17 (regulator of
G protein signaling 17), que apresentou valor de Vst igual a 0,5. Esse gene esta
envolvido no processo de regulacéo por sinalizagcdo da proteina G (SUURVALI, et al.
2013). Em humanos, mutagdes em genes envolvidos nas vias bioldgicas da proteina
G estdo associadas a doengas, como disturbios no sistema enddcrino (LANIA;
MANTOVANI; SPADA, 2006) e diversos tipos de cancer, como de pulmao, prostata e
bexiga (JAMES et al., 2009; LEE et al., 2013). Em bovinos da raca Angus, SNPs
localizados préximos ao gene RGS17, foram associados a contagem de ovos fecal de
nematoides gastrintestinais (KIM et al., 2015). Neste contexto, o elevado numero de
cbpias da regido proxima ao gene RGS17, identificado nos bovinos da raga Gir, pode
indicar evidéncias de selegao positiva para animais mais resistentes e adaptados ao
clima tropical.

A diferenciagao populacional entre as ragas Gir, Girolando e Holandés por meio
da variagdo do numero de copias proximas aos genes relacionados a processos
biolégicos importantes, como reproducdo e sanidade, demonstraram que CNVs
desempenham importante funcdo na divergéncia genética entre as racas,
principalmente em processos adaptativos. A identificagdo de regides de CNVs com
elevado Vsr, proximos a genes relacionados a reprodug¢ao, podem indicar isolamento

reprodutivo das racgas taurinas e zebuinas durante os processos de domesticacao.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suurv%26%23x000e4%3Bli%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23129146
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4 CONCLUSAO

As regides compartilhadas somente entre os touros Gir e Girolando estao
préximas a genes relacionados a fertilidade e a resisténcia as doencgas, sendo CNVs
extremamente importantes para caracteristicas reprodutivas e de sanidade.

Genes, tais como AOX1, apresentaram numeros de copias com elevado nivel
de diferenciagado entre bovinos zebuinos e taurinos. Esta divergéncia pode ter sido
originaria na domesticagdo e no isolamento geografico dos bovinos e,
consequentemente, contribuiu para as diferengas fenotipicas entre as subespécies.
As regides de CNVs localizadas proximas aos genes com elevado nivel de
diferenciagao populacional, indicaram possiveis evidéncias de selecao positiva para
caracteristicas de rusticidade e de adaptagdo aos ambientes de clima tropical, no

genoma de animais da racga Gir e Girolando.
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Apéndice A. Descri¢cao das regides de variagdes no numero de copias (CNVR) candidatas em touros Girolando. Cromossomo
(Chr), inicio e final, estado do evento por meio da deteccdo em sequenciamento de nova geragdo (NGS) e painel de
genotipagem de média densidade (50K), frequéncia na populagéo e os genes mapeados com base no genoma referencia UMD

3.1 na CNVR.

CNVR Chr Inicio Final NGS 50K Freq Genes
CNVR_1 chr1 6721001 6754000 DUPLICACAO DUPLICACAO 0.21
CNVR_2 chr1 14653501 14659500 DELEGAO DUPLICACAO 0.21
CNVR_3 chr1 17107001 17110500 DELEGAO DELEGAO 0.21
CNVR_4 chr1 38535501 38566500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10

CNVR_5 chr1 42379001 42382500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10
CNVR_6 chr1 52456501 52466500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10

CNVR_7 chr1 62880501 62894500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10
CNVR_8 chr1 93419501 93436500 DELEGAO DUPLICACAO 0.52
CNVR_9 chr1 93922001 93930500 DELEGAO DELEGAO 0.10
CNVR_10 chr1 94061501 94069500 DELEGAO DELEGAO 0.52
CNVR_11 chr1 104983001 104994500 DELEGAO DUPLICACAO 0.42

CNVR_12 chr1 116663001 116672000 DELEGAO DUPLICACAO 0.21

CNVR_13 chr1 124383501 124421000 DELEGAO DUPLICACAO 0.31
CNVR_14 chr2 8898501 8913500 DELEGAO DELEGAO 0.31 CALCRL
CNVR_15 chr2 12146001 12165000 DELEGAO DELEGAO 0.10
CNVR_16 chr2 12513001 12532500 DELEGAO DELEGAO 0.10
CNVR_17 chr2 135126501 135147500 DELEGAO DUPLICACAO 0.83
CNVR_18 chr3 637501 649000 DELEGAO DELEGAO 0.10 DCAF6
CNVR_19 chr3 11991001 12022000 DUPLICAGAO DELEGAO 0.10 CD1A
CNVR_20 chr3 12081001 12094500 DUPLICAGAO DELEGAO 0.10
CNVR_21 chr3 75976001 75986500 DELEGAO DUPLICACAO 0.83
CNVR_22 chr3 118638001 118649500 DELEGAO DELEGAO 0.73 TWIST2
CNVR_23 chr3 118727501 118779000 DUPLICAGAO DELEGAO 0.10

CNVR_24 chr3 118786501 118795500 DUPLICAGAO DELEGAO 0.10

CNVR_25 chr3 120666001 120739000 DELEGAO MISTA 0.52 SCMH1
CNVR_26 chr4 1474001 1488500 DELECAO DELECAO 0.10
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CNVR Chr Inicio Final NGS 50K Freq Genes

CNVR_27 chr4 84221001 84292000 DELEGAO DELECAO 0.10

CNVR_28 chr4 92420001 92461000 DELEGAO DUPLICAGAO 5.31 ENSBTAG00000020004

CNVR_29 chr4 113368501 113381500 DELEGAO DUPLICAGAO 0.10 ENSBTAG00000010219

CNVR_30 chr4 113431001 113474500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10 ENSBTAG00000008542, ZNF467

CNVR_31 chr4 113648501 113685500 DUPLICACAO DUPLICAGAO 0.10 GIMAPS

CNVR_32 chr4 113719501 113799500 DUPLICACAO DUPLICAGAO 0.21 GIMAP7, LOC511617

CNVR_33 chr4 113864001 113884000 DUPLICAGAO DUPLICACAO 0.21 GIMAP4

CNVR_34 chr4 113923501 113937000 DUPLICACAO DUPLICAGAO 0.21 ENSBTAG00000011240,GIMAP7

CNVR_35 chr4 113941001 113961000 DUPLICACAO DUPLICAGCAO 0.21 GIMAP7,LOC512867

CNVR_36 chr4 114024001 114042500 DUPLICAGAO DUPLICAGAO 0.21 ENSBTAG00000039928

CNVR_37 chr4 119676001 119734500 DELEGAO MISTA 0.42

CNVR_38 chr4 119815501 119830000 DELEGAO DELECAO 0.42

CNVR_39 chr5 58958501 59236000 DELEGAO DUPLICACAO 0.10 ORG6C1, ENSBTAG00000046645, LOC787945,L0C788027,LOC787991

CNVR_40 chr5 59372501 59634500 DELEGAO MISTA 0.83 LOC788242, LOC788220, LOC788322,L0C788372,LOC788357,LOC788285,
B B ENSBTAG00000031100, LOC788210, ENSBTAG00000046446,LOC788258

CNVR_41 chrb 88139501 88169500 DELECAO DELECAO 0.10 C2CD5

CNVR_42 chrb 107918001 107958500 DELECAO DUPLICACAO 0.62 B4GALNTS, NINJ2

CNVR_43 chrb 114592501 114626500 DELECAO DELECAO 0.10 TTLL12, TSPO

CNVR_44 chrb 117108501 117151000 DELECAO DELECAO 0.10 MIRLET7A-3, MIRLET7B, MIR3596, MIR2443

CNVR_45 chrb 117942001 118022500 DELECAO DUPLICACAO 021 GRAMD4

CNVR_46 chré 1798501 1814000 DELECAO DUPLICACAO 0.10

CNVR_47 chré 3822501 3830000 DELEGAO DUPLICAGAO  0.10

CNVR_48 chré 38832001 38845500 DELECAO DELECAO 1.04 LCORL

CNVR_49 chré 48543501 48553500 DELECAO DELECAO 0.73

CNVR_50 chré 53686501 53704000 DELECAO DELECAO 4.16

CNVR_51 chré 80981001 80985000 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_52 chré 108360501 108433500 DELECAO MISTA 0.52 ZFYVE28, ENSBTAG00000047977

CNVR_53 chré 108483001 108509500 DELECAO MISTA 0.42 MXD4, HAUS3

CNVR_54 chré 109586501 109594500 DUPLICACAO DUPLICAGAO  0.31
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CNVR Chr Inicio Final NGS 50K Freq Genes
CNVR_55 chr7 6695501 7796000 DELECAO DUPLICACAO 2.08 ENSBTAG00000047589
CNVR_56 chr7 10829001 11135000 DELECAO DUPLICACAO 0.10 LOC100847301, LOC788246,LOC786119,LOC789504,LOC512296,0R7A17
CNVR_57 chr7 42729001 42737500 DELECAO DUPLICAGAO  0.21
CNVR_58 chr7 85351001 85359500 DELECAO DELEGAO 0.62 XRCC4
CNVR_59 chr7 87613501 87634500 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_60 chr8 2935001 2947000 DELECAO DUPLICACAO 0.10
CNVR_61 chr8 32959001 32986500 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_62 chr8 93794501 93830000 DELECAO DELEGAO 0.21
CNVR_63 chr8 113004001 113035000 DELECAO DUPLICACAO 042 TSSC1
CNVR_64 chr8 113036501 113127000 DELECAO DUPLICACAO 021 TSSC1
CNVR_65 chr9 1122001 1132000 DELECAO MISTA 0.42
CNVR_66 chr9 1189501 1195000 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_67 chr9 1641501 1645500 DELECAO DELEGAO 0.42
CNVR_68 chr9 9790001 9800500 DELECAO DUPLICAGCAO  0.21
CNVR_69 chr9 31092001 31106500 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_70 chr9 105262001 105351500 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_71 chri0 39823001 39828000 DELECAO DELEGAO 0.83
CNVR_72 chri0 39834501 39838500 DELECAO DELEGAO 0.83
CNVR_73 chr11 17355501 17395500 DELECAO DELEGAO 0.10
CNVR_74 chr11 103828001 103842500 DELECAO DELEGAO 0.31 GPSM1
CNVR_75 chri1 103909501 104039000 DELECAO MISTA 0.62 SDCCAG3, PMPCA, INPP5E, ENSBTAG00000022799, SEC16A
CNVR_76 chri1 104171501 104222000 DELECAO DUPLICACAO 0.10 FAM69B, ENSBTAG00000030281, ENSBTAG00000042482,
; B ENSBTAG00000042930
CNVR_77 chr11 104488001 104898000 DELECAO DELECAO 0.10 FAM163B, DBH, SARDH, ENSBTAG00000004511, ADAMTSL2, BRD3
CNVR_78 chr11 105732001 105763500 DELECAO MISTA 4.16 ENSBTAG00000023788
CNVR_79 chr11 105839001 106118500 DELECAO MISTA 3.43 RXRA, TOR4A, TUBB4B, CYSRT1, TMEMZ203,
B B SSNA1, RNF224, NDOR1, GRIN1, RNF208, TMEM210
CNVR_80 chr11 106191001 106224500 DELECAO DELECAO 0.52 FUT7, ABCA2
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CNVR Chr Inicio Final NGS 50K Freq  Genes
CNVR_81 chr11 106468001 106539000 DELEGAO DELEGAO 0.31

CNVR_82 chr11 106572001 106584500 DELEGAO DELEGAO 0.31

CNVR_83 chr11 106604501 106752500 DELEGAO DELEGAO 0.31  OLFM1
CNVR_84 chr11 106758501 106779500 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_85 chr11 106782001 106817500 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_86 chr12 745001 781000 DELEGAO DELEGAO 0.21

CNVR_87 chr12 4268001 4312500 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_88 chr12 4477001 4485500 DELEGAO DELEGAO 0.31

CNVR_89 chri2 52615001 52623000 DELEGAO DELEGAO 0.21 MYCBP2
CNVR_90 chr12 57569001 57577500 DELEGAO DUPLICACAO 0.52

CNVR_91 chri2 65256001 65291000 DELEGAO DELEGAO 0.21

CNVR_92 chri2 65318001 65421000 DELEGAO DELEGAO 0.21

CNVR_93 chr12 72424001 72926500 MISTA DELEGAO 1.14 ENSBTAG00000047181
CNVR_94 chr12 73484501 73717000 DELEGAO DUPLICACAO 0.21 LOC100299180
CNVR_95 chr12 73741001 73820500 DELEGAO DUPLICACAO 0.21

CNVR_96 chr12 73852001 74253000 MISTA DUPLICACAO 0.21 ENSBTAG00000047360, ENSBTAG00000047764
CNVR_97 chr12 74277001 74314500 DELEGAO DUPLICACAO 0.21

CNVR_98 chr12 74321001 74339500 DELEGAO DUPLICACAO 0.21

CNVR_99 chr12 74374501 74448000 DELEGAO DUPLICACAO 0.21

CNVR_100 chr12 74467501 74590000 DUPLICACA  DUPLICACAO 0.21

CNVR_101 chr12 74633501 74651500 DUPL(I)CA(;A DUPLICAGAO 0.21

CNVR_102 chr12 74652001 74661500 DEL(E)QAO DUPLICAGAO 0.21

CNVR_103 chr12 74682001 74738500 MISTA DUPLICAGAO 0.21

CNVR_104 chr12 74739501 74747500 DUPLICAGA  DUPLICAGAO 0.21

CNVR_105 chr12 74760001 75139500 DELS(;AO DUPLICACAO 0.21 LOC509854
CNVR_106 chr12 75150001 75177000 DUPLICACA  DUPLICAGAO 0.21

CNVR_107 chr1i2 75177001 75202000 DELS@AO DUPLICAGAO 0.21

CNVR_108 chr12 75223501 75238000 DELECAO DUPLICAGAO 0.21
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CNVR_109 chri2 90729501 90800500 DELEGAO DELECAO 0.73 TFDP1, ATP4B, GRK1, ENSBTAG00000019965
CNVR_110 chri2 90888501 90945500 DELEGAO DELECAO 0.10 RASA3, MGC134473
CNVR_111 chr13 16983501 16987500 DELEGAO DELECAO 0.10
CNVR_112 chr14 2870501 2921500 DELEGAO DELECAO 0.21 ARC, ENSBTAG00000026340
CNVR_113 chri4 33450001 33458500 DELEGAO DUPLICACAO 0.10 ARFGEF1
CNVR_114 chri4 66977001 67028000 DELEGAO DELECAO 0.10 ENSBTAG00000012357, MIR599, MIR875
CNVR_115 chr15 11585501 11588500 DELEGAO DELECAO 0.21
CNVR_116 chri5 56681501 56689500 DELEGAO DELECAO 0.21 EMSY
CNVR_117 chri5 70789501 70800500 DELEGAO DELECAO 0.10
CNVR_118 chri5 81420501 81445500 DUPLICAGCA  DUPLICAGCAO 0.10
CNVR_119 chr16 46553501 46570500 DELgQAO DELEGAO 0.10 ENSBTAG00000014602
CNVR_120 chr16 49419001 49508000 DELECAO DUPLICAGAO 0.73 ENSBTAG00000021919, ENSBTAG00000046062
CNVR_121 chr16 50702501 50777500 DELECAO DELECAO 0.10 ENSBTAG00000020839, MIR551A
CNVR_122 chr16 70931001 70962500 DELECAO DELECAO 0.31 LGR6
CNVR_123 chr17 6712501 6738000 DELECAO DUPLICACAO  0.10
CNVR_124 chr17 35037501 35059000 DELECAO DELEGAO 0.21 ENSBTAG00000000125
CNVR_125 chr17 36332501 36337000 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_126 chr17 42804501 42813000 DELECAO DELECAO 0.10 GRIA2
CNVR_127 chr17 63654001 63673000 DUPLICACA DELECAO 0.10 OAS1X, OAS1Z
CNVR_128 chr17 73089001 73099000 DEL(E)QAO DELECAO 0.10 LOC100297192, IGLL1
CNVR_129 chr17 73156501 73163000 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_130 chr17 73198501 73226500 DELECAO DELECAO 0.10 ENSBTAG00000005128,
. . MMP11,SMARCB1,ENSBTAG00000022030,CHCHD10
CNVR_131 chr17 73693001 73749500 DELECAO DELECAO 0.21 ENSBTAG00000020566
CNVR_132 chr17 73750501 73774500 DELEGAO DUPLICAGAO 0.21 ENSBTAG00000020566
CNVR_133 chr17 74170001 74199000 DELEGAO DELEGAO 0.62 HIC2, ENSBTAG00000030927
CNVR_134 chr17 74627001 74642500 DELEGAO MISTA 0.31 SLC25A1
CNVR_135 chr18 11288501 11433000 DELEGAO MISTA 0.62
CNVR_136 chr18 11469001 11654000 DELEGAO MISTA 0.62
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CNVR_137 chr18 14520001 14528500 DELECAO DUPLICACA 021 SPG7
0}
CNVR_138 chr18 14530001 14574000 DELECAO DUPLICACA  0.21 RPL13, ENSBTAG00000012215ENSBTAG00000042786
0}
CNVR_139 chr18 63186001 63258500 MISTA DUPLICACA  0.10 ENSBTAG00000000930,ENSBTAG00000026944,ENSBTAG00000037830,
B 0} B ENSBTAG00000039892,ENSBTAG00000039932,ENSBTAG00000048145
CNVR_140 chr18 63284501 63344000 DELECAO DUPLICACA  0.10 ENSBTAG00000039691
0}
CNVR_141 chr19 1851001 1870500 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_142 chr19 1937501 1941000 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_143 chr19 2227001 2229500 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_144 chr19 2425001 2444500 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_145 chr19 9340501 9347000 DELECAO DUPLICACA  0.10
0o
CNVR_146 chr19 11860501 11893500 DELECAO DELECAO 0.10 TBX4
CNVR_147 chr19 11932001 11975000 DELECAO DELECAO 0.10 TBX2
CNVR_148 chr19 19905001 19921000 DUPLICAGA DELECAO 0.10 NOS2,ENSBTAG00000023970
0}
CNVR_149 chr19 19922001 19949500 DUPLICAGA DELECAO 0.10 ULBP11, NOS2
e}
CNVR_150 chr19 35210501 35359500 DELECAO DUPLICACA  0.10 TOM1L2RAI1,SREBF1,MIR33B
e}
CNVR_151 chr19 54354001 54376500 DELECAO DELECAO 0.10 DNAH17
CNVR_152 chr19 54603501 54667500 DELECAO DELECAO 0.10 TK1,TMC6,TMC8,SYNGR2,MIR2348
CNVR_153 chr19 56614501 56703500 DELECAO DELECAO 0.52 TSEN54,TMEM94,CASKIN2,LLGL2
CNVR_154 chr20 37273501 37300000 DELECAO DELECAO 0.10 NIPBL
CNVR_155 chr20 51959001 51976000 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_156 chr20 52047001 52062500 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_157 chr20 55672501 55696000 DELECAO DELECAO 0.62
CNVR_158 chr20 71278001 71337500 DELECAO DELECAO 0.52 TERT, SLC6A18
CNVR_159 chr20 71394501 71448000 DELECAO DELECAO 0.52 ENSBTAG00000006775,ENSBTAG00000034435
CNVR_160 chr21 28389501 28407500 DELECAO DUPLICACA  0.21
0}
CNVR_161 chr21 41800001 41808000 DELECAO DUPLICACA 042 SCFD1
¢}
CNVR_162 chr21 53299001 53307000 DELECAO DUPLICACA  0.10

)
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CNVR_163 chr21 53514501 53544500  DELECAO DELECAO  0.21
CNVR_164 chr21 66169501 66298000 DELEGAO DUPLIOCA(;A 0.10 CCNK,CCDC85C,HHIPL1
Apéndice A. Continuacéo...
CNVR Chr Inicio Final NGS 50K Freq  Genes
CNVR_165 chr21 66340501 66364500 DELEGAO DUPLICAGAO  0.10 ENSBTAG00000013491,ENSBTAG00000035544
CNVR_166 chr21 71029501 71051500 DELECAO DELECAO 0.31  C21H14o0rf79
CNVR_167 chr22 48998001 49014500 DELECAO DELECAO 0.10 SEMA3G
CNVR_168 chr22 49032001 49092000 DELECAO DELECAO 0.10 BAP1,PHF7,ENSBTAG00000047794
CNVR_169 chr22 49104001 49148500 DELECAO DELECAO 0.10 GLYCTK MIR135A-1,ENSBTAG00000047794
CNVR_170 chr22 49468501 49554500 DELECAO DUPLICACAO 0.21 RRP9,ENSBTAG00000000671,GPR62,PCBP4,RPL29,ACY1,ABHD14B
CNVR_171 chr22 59139001 59286000 DELECAO DELECAO 0.10 NUP210
CNVR_172 chr22 59310501 59324500 DELECAO DELECAO 0.31
CNVR_173 chr22 59326501 59527500 DELEGAO DELEGAO 0.21 IQSECT1
CNVR_174 chr23 25332501 25346500 DELECAO DUPLICAGCAO  0.10
CNVR_175 chr23 51464001 51492500 DELECAO DUPLICACAO  0.21
CNVR_176 chr25 36469001 36531500 DELECAO DELECAO 0.10 AGFG2, LRCH4, FBX024, ACTL6B,
TFR2,PCOLCE,MOSPD3,ENSBTAG00000039601,
; ; ENSBTAG00000046753
CNVR_177 chr25 42039001 42061500 DELECAO DELECAO 0.52
CNVR_178 chr25 42065501 42177500 DELEGAO DELEGAO 0.73 ENSBTAG00000028976, ENSBTAG00000030721
CNVR_179 chr25 42275001 42317000 DELECAO DELECAO 0.31 COX19, ENSBTAG00000017701,
B B ENSBTAG00000026192,MIR339A,MIR2389,GPR 146
CNVR_180 chr25 42486501 42511000 DELECAO DELECAO 0.10
CNVR_181 chr25 42566501 42582500 DELECAO DELECAO 0.10 PDGFA
CNVR_182 chr26 2420001 2433000 DELECAO DELECAO 0.21
CNVR_183 chr26 2454001 2462000 DELECAO DELECAO 0.21
CNVR_184 chr26 5322001 5330500 DELECAO DUPLICACAO 0.10 PCDH15
CNVR_185 chr26 29018501 29038500 DELECAO DUPLICACAO  0.10
CNVR_186 chr26 47800001 47849000 DELECAO DELECAO 0.10 PTPRE
CNVR_187 chr26 51399501 51530500 DELECAO DELECAO 271 JAKMIP3, DPYSL4
CNVR_188 chr27 19710501 19723000 DELECAO DUPLICACAO  0.10
CNVR_189 chr28 2251501 2271500 DELECAO DUPLICACAO 0.83
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CNVR_190 chr28 2365501 2379000 DUPLICAGAO DUPLICAGAO  0.52

CNVR_191 chr28 2407501 2431500 DUPLICAGAO DUPLICAGAO  0.52

CNVR_192 chr28 2488001 2548500 DELEGAO DUPLICAGAO 0.52 ENSBTAG00000036271
CNVR_193 chr28 20780001 20786500 DELEGAO DUPLICAGAO  2.60

CNVR_194 chr28 21557001 21574500 DELEGAO DUPLICAGAO  0.10

CNVR_195 chr28 25473501 25489000 DELEGAO MISTA 0.42

CNVR_196 chr29 9635001 9668500 DELEGAO DUPLICAGAO 0.10 PICALM
CNVR_197 chr29 13744501 13776500 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_198 chr29 20258001 20282500 DELEGAO DELEGAO 0.10 LUZP2
CNVR_199 chr29 20305001 20316000 DELEGAO DELEGAO 0.10 LUZP2
CNVR_200 chr29 27164501 27175500 DELEGAO DELEGAO 0.10 LOC100301320
CNVR_201 chr29 27754001 27757000 DELEGAO DELEGAO 0.10

CNVR_202 chr29 50056501 50078000 DELEGAO DUPLICAGAO 0.52 IGF2, MIR483
CNVR_203 chr29 51489501 51505500 DELEGAO MISTA 0.42
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Apéndice B. Descri¢cdo das regides de variagdes no numero de copias (CNVR) candidatas em touros Girolando. Cromossomo
(Chr), inicio e final, estado do evento por meio da detecgdo em sequenciamento de nova geragao (NGS) e painel de
genotipagem de alta densidade (HD) , frequéncia na populagédo e os genes mapeados com base no genoma referencia UMD

3.1 na CNVR.

CNVR Chr Inicio Fim NGS _ HD Freq Genes

CNVR_1 chr1 41001 62500 DUPLICAGCAO DUPLICAGCAO 115

CNVR_2 chr1 36283001 36296500 DELECAO DUPLICAGCAO 038

CNVR_3 chr1 42135501 42149500 DELECAO DELECAO 3.05

CNVR_4 chr1 93419501 93436500 DELECAO DUPLICAGCAO 3.4

CNVR_5 chr1 93711001 93830500 DELECAO DELECAO 69.47

CNVR_6 chr1 94061501 94069500 DELECAO DELECAO 115

CNVR_7 chr2 135126501 135147500 DELECAO DUPLICAGCAO 6.87

CNVR_8 chr3 54450001 55022500 MISTA MISTA 14.89 GBP4,L0C510382,GBP6,, LOC100336669,

CNVR_9 chr3 119891001 119918000 DUPLICACAO DUPLICACAO LOC615009, SCMH1

CNVR_10  chr4 108243001 108266500 DELECAO DUPLICACAO Z:z:

CNVR_11 chr4 113648501 113685500 DUPLICACAO DUPLICACAO 7.5 GIMAPS8

CNVR_12  chr4 113719501 113799500 DUPLICACAO DUPLICACAO 0.76 GIMAP7, LOC511617

CNVR_13  chr4 119676001 119734500 DELEGCAO DELECAO 0.38

CNVR_14  chrb 57986501 58015000 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.76 OR2AP1

CNVR_15  chrb 58066001 58095500 DUPLICAGCAO MISTA 0.76 LOC618816, LOC529303

CNVR_16  chrb 58127501 58153000 DELEGCAO MISTA 115

CNVR_17  chrb 58215501 58229500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 115

CNVR_18  chrb 58229501 58246500 DELEGCAO DUPLICACAO 0.76

CNVR_19  chrb 58958501 59236000 DELECAO DELECAO 43.51 ORG6C1, LOC787945, LOC788027 ,LOC787991

CNVR_20  chrb 59372501 59634500 DELECAO MISTA LOC788242, LOC788322, LOC788220, LOC788372, LOC788357, LOC788285
_ . 47.33 ,ENSBTAG00000031100,LOC788210,ENSBTAG00000046446,LOC788258

CNVR_21 chr5 99626001 99659500 DELECAO DUPLICACAO 0.38 LOC100139049

CNVR_22  chrb 99801501 99834000 DELECAO DUPLICACAO 0.38 LOC100847738

CNVR_23  chrb 100588001 100643500 DUPLICACAO DUPLICACAO 115 LOC509972,LOC784451

CNVR_24 chr5 102456501 102583000 DUPLICAGAO DELECAO 1.53 wc-7

CNVR_25  chrb 102583001 102590500 DELECAO DELECAO 1.53

CNVR_26  chrb 102590501 102632000 DUPLICAGAO DELECAO

191
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CNVR Chr Inicio Fim NGS HD Freq Genes

CNVR_27  chrb 102644001 102653000 DELEGAO DELEGAO 191

CNVR_28 chr5 103144501 103162500 DUPLICACAO MISTA 115 WC.1.3

CNVR_29 chrb 103171001 103181000 DUPLICACAO MISTA 115 WcC1.3

CNVR_30 chr5 103280001 103327500 DUPLICACAO MISTA 115 wc-8

CNVR_31 chr5 103341501 103365000 DUPLICACAO MISTA 115

CNVR_32 chrb 103374501 103406500 DUPLICACAO MISTA 115 CD163L1

CNVR_33  chrb 117265001 117318000 DELECAO MISTA 20.23

CNVR_34  chrb 117392501 117647500 DELECAO MISTA 45.42

CNVR_35 chrb 117942001 118022500 DELECAO DELECAO 0.38 GRAMDA4

CNVR_36  chrb 120705501 120726500 DELECAO DELECAO 038

CNVR_37  chr6 7173501 7184000 DUPLICAGCAO DUPLICAGAO 038 ENSBTAG00000010350

CNVR_38  chr6 53448001 53468500 DELECAO DELECAO 267

CNVR_39  chr6 53493001 53526000 DELECAO DELECAO 3.8

CNVR_40  chr6 53686501 53704000 DELECAO DELECAO 3.8

CNVR_41 chré 60749001 60782000 DELECAO DUPLICACAO 0.38 LOC539533

CNVR_ 42  chr7 2728501 2756000 DELECAO DELECAO 0.38

CNVR_43  chr7 9782501 9827500 MISTA MISTA 3.82

CNVR_44  chr7 9828001 9916000 DUPLICAGCAO MISTA 3.82 LOC100295735, LOC787882

CNVR_45  chr7 9916001 9930000 DELECAO MISTA 3.82

CNVR_46  chr7 9935501 9946000 DELECAO MISTA 3.82

CNVR_47  chr7 9946001 10000500 DUPLICAGCAO MISTA 3.82 LOC516132

CNVR_48  chr7 10005001 10154500 DELECAO MISTA 32.82 LOC512488,L0OC100336881,LOC788031,LOC100299615,LOC100295806
CNVR_49  chr7 10278501 10828000 DELECAO MISTA LOC541022,LOC785624,0R7A10,LOC100298119,LOC616964,LOC507378,LOC510625,
CNVR_50  chr7 10829001 11135000 DELECAO MISTA z;:: 28833(972%301,LOC7861 19,L0C788246,L0C789504,LOC512296,OR7A17
CNVR_51 chr7 11265501 11282500 DUPLICAGAO MISTA 4.96

CNVR_52 chr7 70191001 70275000 DUPLICACAO DUPLICAGAO 4.20 HAVCR1

CNVR_53  chr8 12452501 12498500 DELECAO DUPLICACAO 0.76

CNVR_54  chr8 96139001 96186000 DELECAO DELECAO LOC789766

2.29
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CNVR_55 chr8 105176501 105217000 DUPLICACAO DUPLICACAO 5.9 ORM1, COL27A1

CNVR_56  chr9 1641501 1645500 DELECAO DELECAO 115

CNVR_57  chr9 45319001 45471000 DUPLICACAO DUPLICACAO 10.69 ENSBTAG00000033218, POPDC3

CNVR_58  chr9 88207501 88217500 DUPLICACAO DUPLICACAO 5.34

CNVR_59  chr9 88281001 88325500 DUPLICACAO DUPLICACAO 153 RAET1G, ULBP21

CNVR_60  chr10 1511001 1579000 DELECAO DELECAO 5.34 EPB41L4A

CNVR_61 chr10 22504501 22557000 DUPLICACAO DELECAO 0.76 ENSBTAG00000000432, ENSBTAG00000046962

CNVR_62  chr10 22661501 22707000 DUPLICACAO MISTA 1.53 ENSBTAG00000000432, ENSBTAG00000045758

CNVR_63  chr10 22707001 22792500 DELECAO MISTA 267 ENSBTAG00000000432, ENSBTAG00000046464,ENSBTAG00000048302

CNVR_64  chr10 22932001 22943500 DUPLICACAO MISTA 1.53 ENSBTAG00000000432

CNVR_65  chr10 23016501 23050000 DUPLICACAO DUPLICACAO 038 ENSBTAG00000000432

CNVR_66  chr10 23093501 23124000 DUPLICACAO DUPLICACAO 0.38 ENSBTAG00000000432, ENSBTAG00000038098

CNVR_67  chr10 23164501 23431000 DELECAO DELECAO ENSBTAG00000000432,ENSBTAG00000036202,LOC786717,ENSBTAG00000047091
; 3.44 ENSBTAG00000047312,ENSBTAG00000048064

CNVR_68  chr10 23436001 23497500 DELECAO MISTA 4.96 ENSBTAG00000046477,ENSBTAG00000047683

CNVR_69  chr10 23541001 23578000 DELECAO MISTA 6.87 ENSBTAG00000047001,ENSBTAG00000047981

CNVR_70  chr10 23629501 23747500 DELECAO MISTA 263 ENSBTAG00000045953,ENSBTAG00000047097,ENSBTAG00000047909

CNVR_71 chr10 23947001 23958500 DELECAO MISTA 573

CNVR_72  chr10 23993001 24016500 DUPLICACAO MISTA 5.73 ENSBTAG00000039038

CNVR_73  chr10 24016501 24041500 DELECAO MISTA 5.73

CNVR_74  chr10 24051001 24055000 DELECAO MISTA 573

CNVR_75  chr10 24243001 24250500 DELECAO DUPLICACAO 458 ENSBTAG00000046546

CNVR_76  chr10 24482001 24487500 DELECAO DUPLICACAO 153

CNVR_77  chr10 24493501 24513500 DELECAO DUPLICACAO 115

CNVR_78  chr10 24537001 24560000 DUPLICACAO DUPLICACAO 115

CNVR_79  chr10 24856501 24907500 DELECAO DUPLICACAO 0.76

CNVR_80  chr10 24927501 24933500 DELECAO DUPLICACAO 0.76

CNVR_81 chr10 24954501 24961000 DELECAO DUPLICACAO 0.76 ENSBTAG00000024659

CNVR_82  chr10 25052501 25116500 DELECAO DUPLICACAO ENSBTAG00000045863, ENSBTAG00000045883, ENSBTAG00000046993

0.76  ,ENSBTAG00000047015
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CNVR_83 chr10 25149501 25182000 DELECAO DUPLICACAO 0.76 LOC100300850, ENSBTAG00000046995
CNVR_84 chr11 39875501 39923500 DUPLICACAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_85 chr11 10382800 10384250 DELECAO DELECAO GPSM1

CNVR_86 chr11 1039095(1) 10403908 DELECAO DELECAO o SDCCAG3, PMPCA, INPP5E, ENSBTAG00000022799, SEC16A
CNVR_87 chr11 1041715(1) 10422208 DELECAO DUPLICACAO o FAM69B, ENSBTAG00000030281, ENSBTAG00000042482, ENSBTAG00000042930
CNVR_88 chr11 1061910(1) 10622458 DELECAO DELECAO o ENSBTAG00000046140, FUT7, ABCA2
CNVR_89 chr11 1068795(1) 10694858 DELEGAO DELEGAO o ENSBTAG00000047998

CNVR_90 chr12 32049501 32086508 DELECAO MISTA 12:2?

CNVR_91 chr12 32192501 32233000 DELECAO MISTA 115

CNVR_92 chr12 70351501 70484000 DELECAO MISTA 1.01

CNVR_93 chr12 70567001 70574500 DELECAO DELECAO 3.8

CNVR_94 chr12 70620001 70656000 DELECAO MISTA 3.8

CNVR_95 chr12 70708501 71220000 DELECAO DUPLICACAO 6.49

CNVR_96 chr12 71252501 71449500 MISTA MISTA 6.87

CNVR_97 chr12 71459001 71519500 MISTA MISTA 12.98

CNVR_98 chr12 71526001 71611500 DELECAO MISTA 14.12

CNVR_99 chr12 71623501 72166500 MISTA MISTA 92.14 LOC100337053, ENSBTAG00000047383
CNVR_100 chr12 72174001 72270000 MISTA DELECAO 14.50 LOC100337053

CNVR_101 chr12 72424001 72926500 MISTA DELECAO 30.92 ENSBTAG00000047181

CNVR_102 chr12 72940001 72977000 DELECAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_103 chr12 72985001 73020000 DELECAO DUPLICACAO 115

CNVR_104 chr12 73044001 73086000 DELEGAO DUPLICACAO 115

CNVR_105 chr12 73093001 73098500 DELEGAO DUPLICACAO 115

CNVR_106 chr12 73110501 73192500 DELEGAO DUPLICACAO 1.01

CNVR_107 chr12 73221001 73241000 DUPLICAGAO DUPLICAGAO 1.01

CNVR_108 chr12 73241501 73396000 MISTA MISTA 18.70

CNVR_109  chr12 73484501 73717000 DELEGAO MISTA LOC100299180

19.85
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CNVR Chr Inicio Fim NGS HD Freq Genes
CNVR_110  chr12 73741001 73820500 DELEGAO MISTA 9.54

CNVR_111  chr12 73852001 74253000 MISTA MISTA 11.83 ENSBTAG00000047360, ENSBTAG00000047764
CNVR_112  chr12 74277001 74314500 DELECAO DUPLICACAO 3.8

CNVR_113  chr12 74321001 74339500 DELECAO MISTA 3.44

CNVR_114  chr12 74374501 74448000 DELECAO MISTA 267

CNVR_115  chr12 74467501 74590000 DUPLICACAO MISTA 101

CNVR_116  chr12 74633501 74651500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_117  chr12 74652001 74661500 DELECAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_118  chr12 74682001 74738500 DELECAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_119  chr12 74739501 74747500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_120  chr12 74760001 75139500 DELECAO MISTA 30.15 LOC509854
CNVR_121  chr12 75150001 75177000 DUPLICACAO MISTA 27.10

CNVR_122  chr12 75177001 75202000 DELECAO MISTA 27.10

CNVR_123  chr12 75223501 75238000 DELECAO MISTA 0.76

CNVR_124  chr12 75448501 75504000 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 5.34 ENSBTAG00000026070
CNVR_125  chr12 75532501 75549500 DUPLICACAO MISTA 6.11 ENSBTAG00000026070
CNVR_126  chr12 75589501 75609000 DELEGCAO MISTA 5.34

CNVR_127  chr12 75610001 75618500 DUPLICACAO MISTA 5.34

CNVR_128  chr12 75619001 75675000 MISTA MISTA 5.34 LOC523126
CNVR_129  chr12 75802001 75813000 DELEGCAO MISTA 4.20 LOC523126
CNVR_130  chr12 75839001 75866500 DELEGCAO MISTA 3.8 LOC523126
CNVR_131  chr12 75884501 75912000 DELEGCAO MISTA 3.8

CNVR_132  chr12 75957001 75987000 DELECAO DUPLICACAO 1.53

CNVR_133  chr12 75998501 76002500 DELEGAO DUPLICACAO 1.53

CNVR_134  chr12 76003501 76023000 DUPLICACAO DUPLICAGAO 1.53

CNVR_135  chr12 76024501 76046000 DUPLICACAO DUPLICAGAO 1.53

CNVR_136  chr12 76104501 76140000 DUPLICACAO DUPLICAGAO 1.15

CNVR_137  chr12 76163001 76174500 DUPLICACAO DUPLICAGAO 1.15

CNVR_138  chr12 76199501 76206000 DELEGAO DUPLICACAO

1.15
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CNVR_139  chr12 76217501 76233500 DUPLICACAO DUPLICAGCAO 1.15

CNVR_140  chr12 76233501 76249500 DELECAO DUPLICACAO 1.15

CNVR_141  chr12 76249501 76410500 DUPLICAGCAO DUPLICAGCAO 1.15

CNVR_142  chr12 76420001 76441500 DUPLICAGCAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_143  chr12 76442501 76459000 DUPLICAGCAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_144  chr12 76472501 76481500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_145  chr12 76531501 76548500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_146  chr12 76552501 76561000 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_147  chr12 90729501 90800500 DELECAO DELECAO 0.38 TFDP1, ATP4B, GRK1, ENSBTAG00000019965
CNVR_148 chr12 90888501 90945500 DELECAO DELECAO 0.38 RASA3, MGC134473

CNVR_149  chr13 43649501 43777500 DUPLICAGCAO DUPLICACAO 267 LOC782061, LOC100337056

CNVR_150  chr14 1176001 1193500 DELECAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_151  chr14 2165001 2187000 DELECAO DELECAO 0.38 SCRIB, PUF60

CNVR_152  chr14 81842501 81906500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38

CNVR_153  chr15 10989501 11001000 DELECAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_154  chr15 46594501 46620500 DUPLICAGCAO DUPLICACAO 0.38 LOC516636

CNVR_155  chr15 46675501 46699000 DUPLICAGCAO DUPLICACAO 1.15 LOC511622, LOC100336980, ENSBTAG00000042988
CNVR_156  chr15 46710001 46724500 DUPLICAGCAO DUPLICACAO 0.76 ENSBTAG00000021147, OR2AG2

CNVR_157  chr15 46743001 46780500 DUPLICAGCAO DUPLICACAO 0.76

CNVR_158  chr15 46855001 46876000 DUPLICACAO DUPLICACAO 101 ENSBTAG00000037937

CNVR_159  chr15 46945001 46952500 DELEGCAO DUPLICACAO 10.69

CNVR_160  chr15 47889001 47973500 DELEGCAO DUPLICACAO 1.15 OR52N5, ENSBTAG00000043009, LOC507428, LOC788263,
CNVR_161  chr15 48013501 48045500 DELECAO DUPLICACAO 267 LOC787810, LOC787830

CNVR_162  chr15 51709501 51720000 DUPLICACAO DELEGAO 0.38

CNVR_163  chr15 80574001 80588000 DELEGAO MISTA 2939 LOC785406

CNVR_164  chr16 5870501 5890000 DUPLICAGAO DUPLICAGAO 0.38 ENSBTAG00000024647, ENSBTAG00000040409
CNVR_165  chr16 5978501 6031000 DELEGAO DUPLICACAO 153

CNVR_166  chr16 6044501 6053000 DELEGAO DUPLICACAO 0.38 ENSBTAG00000039995

CNVR_167  chr16 6069501 6119500 DUPLICACAO DUPLICAGCAO ENSBTAG00000039995

0.38
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CNVR_168  chr16 52684501 52697000 DELEGAO DUPLICACAO 0.38 AGRN

CNVR_169  chr16 70931001 70962500 DELECAO DELECAO 0.38 LGR6

CNVR_170  chr17 74170001 74199000 DELECAO DELECAO 0.38 HIC2, ENSBTAG00000030927
CNVR_171  chr17 74627001 74642500 DELECAO DELECAO 0.38 SLC25A1

CNVR_172  chr17 74998001 75145500 DELECAO DELECAO 0.38 DGCR8, RTN4R,

CNVR_173  chr18 60888501 60893500 DELECAO DUPLICACAO 3.05 ENSBTAG00000045581
CNVR_174  chr18 61474001 61553000 MISTA MISTA 0.76

CNVR_175  chr18 61558001 61567500 DUPLICACAO DELECAO 0.38

CNVR_176  chr18 61567501 61579000 DELECAO DELECAO 0.38

CNVR_177  chr18 61633501 61644500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 0.38 ENSBTAG00000047602
CNVR_178  chr18 61651501 61842500 DELECAO MISTA 1.15 ENSBTAG00000002290, LOC514552 ,ENSBTAG00000013345
CNVR_179  chr19 1851001 1870500 DELECAO DELECAO 0.38

CNVR_180  chr20 55672501 55696000 DELECAO DELECAO 0.76

CNVR_181  chr20 60471001 60501500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 267

CNVR_182  chr20 60507001 60518000 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 267

CNVR_183  chr20 71278001 71337500 DELECAO DELECAO 0.38 TERT, SLC6A18

CNVR_184  chr21 35171001 35186000 DUPLICAGAO DUPLICAGAO 0.76 LOC505658, LOC509956
CNVR_185  chr21 35218501 35233500 DELECAO DUPLICACAO 0.38 LOC508858

CNVR_186  chr21 41800001 41808000 DELEGCAO DUPLICACAO 3.05 SCFD1

CNVR_187  chr21 70579501 70594500 DELEGCAO DUPLICACAO 0.38

CNVR_188  chr22 60007501 60051500 DELEGCAO MISTA 0.76 DNAJBS, GATA2

CNVR_189  chr23 25332501 25441000 DELEGCAO MISTA 267 ENSBTAG00000003352, BOLA-DQA2, BOLA-DQB, LOC100848815,BOLA-DQA5
CNVR_190  chr23 25694501 25704500 DELECAO DUPLICACAO 1.15

CNVR_191  chr23 25704501 25879500 DELEGAO MISTA 267 BLA-DQB

CNVR_192  chr23 25879501 25913000 DUPLICAGCAO DUPLICAGAO 0.38

CNVR_193  chr23 25913001 26239000 DELEGAO DUPLICACAO 0.38 ENSBTAG00000033979
CNVR_194  chr23 26267501 26361500 DELEGAO DUPLICACAO 0.38 ENSBTAG00000026163
CNVR_195  chr23 28453501 28481500 DELEGAO DUPLICACAO 1.15 JSP.1

CNVR_196  chr23 28490501 28506000 DUPLICACAO DUPLICAGAO BOLA

0.38




Apéndice B. Continuagéo...

105

CNVR Chr Inicio Fim NGS HD Freq Genes

CNVR_197  chr23 28529001 28541500 DELEGAO DUPLICACAO 0.38 ENSBTAG00000037421

CNVR_198  chr25 42486501 42511000 DELECAO DELECAO 0.38 PRKAR1B

CNVR_199  chr25 42566501 42582500 DELECAO DELECAO 0.38 PDGFA

CNVR_200  chr26 23618501 23659000 DUPLICAGCAO DUPLICAGCAO 0.76 ARL3

CNVR_201  chr26 25940001 26026000 DELECAO DELECAO 0.38 TUBGCP2, ZNF511, ADAM8, ENSBTAG00000024999, MIR202
CNVR_202  chr26 51117001 51186000 DELECAO DELECAO 0.38 ENSBTAG00000009181

CNVR_203  chr28 2251501 2271500 DELECAO DUPLICACAO 3.05

CNVR_204  chr28 2365501 2379000 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 3.44

CNVR_205  chr28 2407501 2431500 DUPLICAGAO DUPLICAGCAO 3.05

CNVR_206  chr28 2488001 2548500 DELECAO MISTA 573 ENSBTAG00000036271

CNVR_207  chr28 2654501 2747000 DELECAO MISTA 8.02 OR5D14, LOC787869

CNVR_208  chr28 2786001 2867500 DELECAO MISTA 8.40 ENSBTAG00000004217, LOC104968693
CNVR_209  chr29 27360501 27430500 DELECAO DELECAO 0.38 ENSBTAG00000046299

CNVR_210  chr29 39340501 39367000 DELECAO DUPLICACAO 3.05 ENSBTAG00000034244, ENSBTAG00000047419
CNVR_211  chr29 42451001 42539000 MISTA MISTA 8.02 LOC618367, ENSBTAG00000037645

CNVR_212  chr29 42539501 42577500 DUPLICACAO MISTA 458

CNVR_213  chr29 51489501 51505500 DELEGCAO DELEGCAO

0.38
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Apéndice C. Breve pipeline para o mapeamento das sequéncias no genoma

referéncia bovino UMD 3. 1.

1. Mapeamento por meio do algoritmo BWA-MEM.
bwa mem -M -t 5 -R \

'@RGD:${SAMPLE}_${LANE}_${NUMBERMNLN:${LANENLB:${SAMPLENtSM:${S

AMPLENPL:ILLUMINA'"\
umd_3_1_reference_1000_bull_genomes.fa fileName.sam

2. Converter arquivo em formato SAM para formato BAM.
samtools view -bS fileName.sam > fileName.bam

3. Ordenar o arquivo BAM.
samtools sort fileName.bam -o fileName.sorted.bam

4. Remover as duplicatas.

Java jar picard/MarkDuplicates.jar \
INPUT= fileName.sorted.bam OUTPUT=fileName.sorted.mkdup.bam
METRICS_FILE=fileName.sorted.mkdup.metrics.txt ASSUME _SORTED=true

5. Criar arquivo BAM indexado.
samtools index fileName.sorted.mkdup.bam

6. Juntar todas as lanes de cada animal em somente um arquivo BAM.
samtools merge Sample.bam *.sorted.mkdup.bam

7. Calcular as estatisticas do alinhamento.

samtools flagstat Sample.bam > Sample.flagstat
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Localizagdo (cromossomo, inicio, final), frequéncia (Freq) na populagdo e genes mapeados nas regides.
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Cromossomo Inicio Final Gene
chr1 52548251 52566500 2 BBX

chr1 88497001 88519500 2 PIK3CA

chr1 97833001 97848500 2 SKIL

chr1 146570751 146607000 2 RRP1

chr2 62644001 62670500 2 CCNT2

chr2 113370501 113388000 9 CUL3

chr3 22626251 22636500 9 PRKAB2

chr3 74446501 74470000 2 ZRANB2

chr3 108762001 108786500 7 EPHA10

chr4 32248501 32278000 3 TRA2A

chrd 69580001 69603500 2 SKAP2

chr4 114608751 114625000 8 CHPF2; MIR671;SMARCD3
chr5 31109501 31134250 0 DDX23; CACNB3
chr5 63037001 63054000 2 TMPO

chr5 90894501 90907500 2 AEBP2

chr5 103570501 103591000 3 CLSTN3

chr5 104362251 104371500 8 SCNN1A

chr5 112210001 112228750 2 SGSMS3

chré 23357001 23377500 2 UBE2D3

chré 64961501 64971000 2 GNPDA2

chré 66219501 66246500 2 GABRG1,GABRG1
chr7 4871501 4953500 2 CIST1,PDE4C;RAB3A;MPV17L2
chr7 22861001 22881000 4 SEPTS8

chr7 27502001 27511000 2 CTXN3

chr9 48585501 48641000 2 GRIK2

chr9 75261001 75283500 3 BCLAF1

chr10 1511001 1581500 5 EPB41L4A

chr10 20728001 20746500 3 RABGGTA;TGM1
chr10 26673001 26686750 4 PNP

chr10 36021501 36034750 2 PLCB2
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Cromossomo Inicio Final Freq Gene
chr10 70012001 70037000 2 NAA30

chr11 100965501 100989750 14 PRDM12

chr12 19571501 19621500 2 MIR16A;MIR15A

chr13 17379501 17400750 2 PFKFB3

chr13 43649501 43777000 7 LOC782061

chr13 75265001 75278750 5 WFDC3

chr15 30470501 30487500 2 USP2

chr15 63352251 63394750 13  PAX6

chr15 64540001 64568000 4 CSTF3

chr15 83367751 83379500 6 LOC518623

chr16 25051001 25078750 11 HLX

chr17 6707501 6738500 5 RPS3A

chr17 55462501 55484500 3  MLXIP

chr17 64912751 64941750 7 PLA2G1B;MSI1

chr18 25944751 25966750 2 CNGB1,CNGB1;,CNGB1
chr18 46020501 46069500 3  FXYD3,LGI4;FXYD1,FXYD7;FXYD5
chr18 55568001 55628500 9 GRWD1

chr18 56224001 56387750 13 PIH1D1

chr18 57432501 57467250 3 KLK8KLK9;KLK10;KLK12
chr18 65700001 65716000 9 ZNF329

chr19 13594501 13622000 9 LHX1

chr19 18501001 18551500 2 Suzi12

chr19 21152001 21179000 2 CRYBAT1

chr19 43360001 43400000 12 CNTNAP1

chr21 45559501 45596000 3 BAZ1A

chr22 53827751 53853250 11 LOCb529196,CCR1

chr23 7393001 7439250 4 RPS18,B3GALT4;WDR46;PFDN6;RGL2, TAPBP;MIR2376;DAXX
chr23 13824001 13844750 3 MOCS1;MOCS1

chr23 16964501 16987500 3 DLK2

chr23 28341001 28388250 2 BOLA-NC1

chr25 3856001 3887000 2 SEPT12

chr25 27468501 27502000 4 BCKDK;KAT8;PRSS8
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Cromossomo Inicio Final Freq Gene
chr25 35906001 35949000 9 COL26A1

chr25 36597501 36660500 14 TSC22D4;C25H70rf61,PPP1R35;MEPCE;ZCWPW1
chr25 36768251 36798750 10 STAG3;GPC2;GAL3ST4,LAMTORA4

chr29 41914001 41935750 7 CHRM1
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Apéndice E. Descrigao da variagdo no numero de copias (CNVRs) compartilhadas entre touros da raga Holandés e Girolando.
Localizagdo (cromossomo, inicio, final) , frequéncia (Freq) na populagédo e genes mapeados nas regides.

Cromossomo Inicio Fim Freq Gene
chr1 137910001 138353000 2 ACAD11;DNAJC13
chr2 98161501 98475000 2 UNCB80;ACADL
chr3 49725001 49887500 2 BCARS3
chr3 70619501 70994500 2 TNNISK;LRRIQ3
chr3 72169001 73533000 2 NEGR1
chr4 35232001 36961000 2 SEMA3D,;SEMASA
chr4 38940001 39449000 2 HGF
chr8 105138501 105228000 5 MIR455;ORM1
chr9 22243501 22545500 2 IBTK
chr9 49852501 50015500 4 ASCC3
chr10 26767001 26780000 2 TEP1
chr11 36291001 36311000 4 ASB3
chr17 10788501 10807500 3 EDNRA
chr18 35835001 35865000 3 PRMT7;,SMPD
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Apéndice F. Descricdo dos genes que apresentaram Vst maior do que 0.5 para cada touro da raga Girolando (A e B),
Gir(D,F,G,H, I,J,K, L, M, N, OeP)eHolandés (R, S, T, U e V). Gene, VsT, cromossomo (Chr), posic¢ao inicial (Inicio)

e final (Fim) do gene.

Gene VST Chr Inicio Fim A B D F G H | J K L M N o P Q R S T u \Y
AOX1 0.98 chr2 89517708 89589232 350 3.20 4.09 4.18 4.17 4.03 4.10 4.27 3.07 4.29 4.34 4.03 4.12 4.12 417  nul nul nul nul nul
SLBP 0.98 chr6 109613820 109629337  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.09 133 134 139 112
TACC3 0.98 chr6 109636202 109645421  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.09 133 134 139 1.12
TMEM129 0.98 chr6 109631166 109635557  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.09 133 134 139 112
CDK13 0.83 chr4 81667519 81807550 1.07 0.59 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul
DLX1 0.78 chr2 24502924 24506672 nul nul nul 1.18 1.35 1.37 1.28 1.29 1.39 1.27 1.26 1.30 1.30 1.37 1.09 nul nul nul nul nul
zZIc2 0.78 chr12 80719189 80723692 nul nul nul 1.23 1.32 1.27 1.32 1.28 1.33 1.37 1.39 1.29 1.27 1.32 1.30 nul nul nul nul nul
PRAME 0.77  chr17 51374857 51380364 nul nul nul 14.85 14.71 15.04 1480 1432 1410 1560 16.43 1434 1491 1436 10.77 nul nul nul nul nul
SRY 0.77  chr13 5424636 5425326  nul nul nul 1.12 1.10 1.04 1.05 1.07 1.04 1.05 1.08 1.08 1.04 1.05 126  nul nul nul nul nul
ZNF280BY 0.74  chr17 51413318 51534036 nul nul nul 13.66 1266 1540 1520 1491 10.76 13.67 1589 13.01 9.91 10.72 10.77 nul nul nul nul nul
BOLA 0.7 chr23 28330911 28506282 1.21 099 3.62 1.84 2.66 2.20 217 2.83 3.07 2.23 3.28 2.38 2.33 243 327 2.08 nul nul nul nul
LAG3 0.67 chr5 104029080 104035920  nul nul 0.81 1.37 0.67 0.64 0.63 0.79 0.85 0.76  nul 0.80 0.74 0.68 0.84  nul 0.61  nul nul nul
DLG4 0.65 chr19 27543282 27565410  nul 145 1.28 0.80 117 1.31 1.31 1.32 1.28 1.16 1.36 1.34 1.10 1.33 141  nul 1.30 nul nul nul
ADAP1 0.62 chr25 42330025 42362918  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 128 135 129 149
BRI3 0.62 chr25 38281389 38287455 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.29 nul 1.20 148 nul
CABP2 0.62 chr29 46042200 46046958  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 132 131 138 143 nul
CABP4 0.62 chr29 45988624 45992121  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 126 131 141 143 nul
CKB 0.62 chr21 69809412 69812615 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 141 141 123 117
DLX5 0.62 chr4 14291964 14296237  nul nul nul 1.31 1.28 1.40 1.23 1.25 1.25 1.17 1.27 126 nul 1.44 117 nul nul nul nul nul
GBX2 0.62 chr3 116266171 116268268  nul nul nul 1.09 1.25 1.36 1.13 1.28 1.20 1.1 119  nul 1.16 1.28 1.26  nul nul nul nul nul
GET4 0.62 chr25 42364518 42369462  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 128 135 129 149
MIR2323 0.62 chr17 73635820 73635896 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 128 136 130 1.31
MMD2 0.62 chr25 39609809 39672870 nul nul nul nul nul 1.30 nul nul nul nul nul nul nul 1.27  nul 139 134 140 142 143
NDUFS6 0.62 chr20 70986111 70991386  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 134 136 133 139
NPPC 0.62 chr2 120392625 120397261 nul nul 1.28 1.16 1.43 1.33 1.26 1.28 1.39 1.30 1.36  nul 1.34 1.33  nul nul nul nul nul nul
PITX1 0.62 chr7 48062844 48069063  nul nul 1.24 1.16 129 nul 1.25 nul 1.39 1.24 1.30 1.26 1.32 1.16 1.27  nul nul nul nul nul
PPP1R7 0.62 chr3 120853354 120869391  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 139 137 125
PRDM12 0.62 chr11 100972720 100988364 nul 1.15 0.89 1.15 0.77 0.86 1.15 1.17 0.78 1.10 0.94 0.87 1.22 0.73 1.01  nul nul nul nul nul
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RADIL 0.62 chr25 39683975 39733712  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 139 134 140 142 nu
SPECCI1L 0.62 chr17 73595799 73658019  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 128 136 130 131
TRMT61A 0.62 chr21 69817754 69824182  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 141 141 123 117
ARSA 0.61 chr5 120152351 120155489  nul nul nul 1.46 1.40 1.42 1.18 1.40 1.34 1.26 1.25 1.34 0.98 146 nul nul nul nul nul nul
DIO3 0.61  chr21 68150463 68152565 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.00 0.85 nul 142 125
MIR1247 0.61  chr21 68149434 68149512  nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 1.00 0.85 nul 142 125
KRT6B 0.6 chr5 27577835 27583351 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 416 4.05 371 5.19
MEIS2 0.6 chr10 32643641 32866741 nul nul 1.33 1.20 0.90 1.14 1.33 1.24 0.93 1.02 123  nul 1.33 1.09 nul nul nul nul nul nul
SLC9B2 0.6 chré 23096103 23178027 nul nul nul 2.65 2.86 2.64 2.88 2.83 3.57 2.95 259 nul 3.25 3.35 3.70  nul nul nul nul nul
STARD3 0.6 chr19 40664259 40688903  nul nul 1.47 1.23 1.45 1.28 1.46 1.44 1.38 142  nul 1.42 1.41 1.23 149 137 131 141 131 1.16
WDPCP 0.6 chri1 61655883 61970015 nul nul 143 2788 2757 2814 2755 1430 13.62 2729 1459 13,70 13.93 13.95 33.08 nul nul nul nul nul
MIR4286-1 0.59 chr19 40683919 40683995  nul nul 1.47 1.16 1.45 1.21 1.46 1.44 1.38 142  nul 1.42 1.41 1.14 149 137 131 141 145 116
PNMT 0.59 chr19 40694078 40695765  nul nul 1.47 1.16 1.45 1.21 1.46 1.44 1.38 142  nul 1.42 1.41 1.14 149 137 131 141 145 1.16
TCAP 0.59 chr19 40691157 40691886  nul nul 1.47 1.16 1.45 1.21 1.46 1.44 1.38 142  nul 1.42 1.41 1.14 149 137 131 141 145 116
LOC104974629 0.58 chr17 51532235 51565832 nul nul nul 13.50 1344 1330 12.09 14.02 nul 15.84 1546 11.69 7.08 1139 10.77 nul nul nul nul nul
MIR2350 0.57 chr2 5398826 5398902 nul nul nul 1.46 1.34 1.41 1.40 1.40 1.37 1.45 1.33 1.29 1.43 1.32 146 1.03 133 133 126 0.79
SEC14L4 0.57 chr17 71606575 71630471  nul nul 4.40 4.52 3.08 4.32 4.19 278 416  nul 4.76 1.39 2.94 4.19 511  nul 2.09 nul 140 143
SNCA 0.57 chr6 36285493 36432430 0.91 nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul nul 3.74 3.01 nul 322 256
C17H220rf39 0.56  chr17 74711449 74715833  nul nul nul nul nul nul nul nul 1.37  nul nul 1.44 nul nul nul 141 131 125 130 141
D2HGDH 0.56 chr3 121212556 121237816  nul nul nul nul nul nul nul nul 142  nul nul 146  nul nul nul 131 143 151 138 147
ASB3 0.55 chr11 36254028 36371025 nul 0.35 nul nul 0.05 nul 0.05 0.06 0.04 0.06 0.04 nul nul nul nul nul nul 1.04 1.09 0.77
GUK1 0.55 chr7 2895657 2905568  nul nul nul 1.38  nul nul nul nul nul nul nul nul 145 nul nul 1.28 nul 131 148 129
LHX9 0.55 chr16 78788871 78801870 1.05 nul 1.21 1.47 1.1 1.25 1.16 1.15 1.19 1.25 1.07 1.35 1.09 1.17 0.77  nul nul nul 0.92 nul
LOC515697 0.55 chrb 74673522 74688915 2.89 nul 3.43 2.63 nul 3.52 2.79 3.24 2.79 2.96 3.46 3.40 2.76 3.64 3.69 nul nul nul nul nul
EGFL7 0.54 chr11 104128897 104133541 nul nul 1.09 1.30 1.36 0.98 1.46 1.32 1.42 1.47 0.99 1.34 1.41 121  nul 096 129 136 125 1.00
MGC138914 0.54 chr18 61608934 61623944 258 3.70 253 nul 0.47 2.16 0.49 nul nul nul 2.20  nul nul nul nul 343 265 194 188 3.04
PRDX5 0.54  chr29 43229776 43232885  nul nul 1.42 1.35 1.38 1.23 1.34 1.27 1.33 1.46 1.21 1.37 1.38 1.36  nul nul 1.37  nul 1.31  nul
TMEM190 0.54 chr18 62555137 62556184  nul nul 1.03 1.45 1.44 1.04 1.04 1.43 1.44 1.1 1.47 1.37 1.37 1.45 082 118 135 133 1.17 nul
TRMT112 0.54  chr29 43228262 43229598  nul nul 1.42 1.35 1.38 1.23 1.34 1.27 1.33 1.46 1.21 1.37 1.38 1.36  nul nul 1.37  nul 1.31  nul
GEMIN7 0.53 chr18 53160658 53167520 nul nul 1.44 1.39 1.35 1.40 1.46 1.37 1.34 1.39 1.49 1.34 1.32 143  nul nul 1.36  nul 1.39  nul
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ZNF296 0.53  c¢chr18 53154420 53158137 nul nul 1.44 1.39 1.35 1.40 1.46 1.37 1.34 1.39 1.49 1.34 1.32 143  nul nul 1.36  nul 1.39  nul
ACADVL 0.52  chr19 27568222 27573378  nul 145 1.28 1.39 1.29 1.31 1.31 1.32 1.28 1.50 nul 1.34 1.45 1.33 141 nul 1.30  nul nul nul
ARHGAP27 0.52  chr19 45679298 45695609  nul nul 1.39 0.78 1.13 0.53 1.02 0.99 0.73 1.16 1.33  nul 1.17 0.60  nul nul nul nul nul nul
DvL2 0.52  chr19 27573454 27581405 nul 145 1.28 1.39 1.29 1.31 1.31 1.32 1.28 1.50 nul 1.34 1.45 1.33 141 nul 1.30  nul nul nul
MIR324 0.52  chr19 27571340 27571429 nul 145 1.28 1.39 1.29 1.31 1.31 1.32 1.28 1.50 nul 1.34 1.45 1.33 141 nul 1.30  nul nul nul
HOXB7 0.51  chr19 38518636 38521061 1.26 nul nul 1.30 1.19 1.31 1.29 1.33 0.95 1.37 1.25 1.36 1.26 1.29 144  nul nul nul nul nul
PAX6 0.51  chr15 63356625 63384294 139 nul nul 1.26 1.34 1.33 1.27 1.44 1.34 1.40 1.29 1.19 1.36 1.39 1.34  nul nul nul nul nul
PTMS 0.51 chrb 104039249 104040501  nul 0.70 0.81 1.37 0.67 0.64 0.63 0.79 0.85 0.76 0.84 0.80 0.74 0.68 0.84 nul 0.61  nul 0.52  nul
CNTNAP1 0.5 chr19 43380113 43394560 149 150 nul 1.28 1.27 1.35 1.19 1.20 1.25 124  nul 1.32 1.22 1.28  nul nul nul nul nul nul
DLX2 0.5 chr2 24489073 24491347  nul nul nul 1.18 1.35 1.37 1.28 1.29 1.39 1.27  nul 1.30 1.30 1.37  nul nul nul nul nul nul
HLX 0.5 chr16 25059266 25064942  nul nul nul 1.19 1.36 1.42 1.36  nul 147  nul 1.42 1.40 1.23 1.38 1.31  nul nul nul nul nul
RGS17 0.5 chr9 91104615 91353966  nul nul nul 4199 40.74 4297 4181 4280 40.13 40.73 4299 nul 4153 4138 nul nul nul nul nul nul




