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IDENTIFICAGAO DE VARIAGOES ESTRUTURAIS DO GENOMA DE BOVINOS
GIR LEITEIRO

RESUMO - O Gir Leiteiro resulta da selecido fenotipica de animais da raga
zebuina Gir com maior aptiddo para produgao de leite. Esses animais possuem
tolerancia ao calor, as doencas e aos parasitas tropicais. Essas caracteristicas
adaptativas tornam o Gir Leiteiro um recurso genético importante para a producgéo
de leite nos tropicos. O estudo e caracterizagdo de variantes estruturais (SV) do
DNA desses individuos relacionadas a caracteristicas adaptativas, de sanidade e
produtivas sdo de interesse para o melhoramento genético da raga. Um exemplo de
variagbes estruturais estudadas é a variagdo no numero de copias (CNV), que
compreende delegdo ou duplicagdo de um segmento de DNA em relagdo ao
genoma referéncia. Esse tipo de SV envolve muitos pares de bases, sendo capaz de
alterar a expressao génica e de ocasionar alteragdes fenotipicas. Os objetivos deste
trabalho foram: (1) detectar CNV no genoma de bovinos Gir Leiteiro; (2) identificar
regides de CNV (CNVR) de alta confiabilidade; (3) determinar as regides genémicas
em que ocorrem as CNV que coincidem com regides de interesse, tais como genes
e “Quantitative trait loci” (QTL) previamente relacionados as caracteristicas de
sanidade, reproducgao e producao de leite; (4) categorizar funcionalmente os genes
sobrepostos as CNV e identificar as vias bioldgicas enriquecidas. Apos o controle de
qualidade, dados de intensidade de sinal de genotipagem de SNP (polimorfismo de
nucleotideo unico) provenientes do ensaio Bovine HD SNPChip de 545 individuos e
dados oriundos de sequenciamento de genoma completo de 38 touros foram
utilizados para a detecgdo de CNV. Ao total, 547 animais foram utilizados, dos quais
36 possuiam informacéo de painel de SNP e sequenciamento. Para a identificacdo
das CNV nos dados de genotipagem foi utilizado o modelo oculto de Markov por
meio do programa PennCNV e, nos dados de sequenciamento, foram utilizadas as
metodologias de “Read Depth”, por meio do programa CNVnator e, “Split-Read” e
“‘Read Pair”, pelo programa DELLY. O genoma referéncia ARS_UCD1.2 foi utilizado
para o alinhamento das amostras de sequenciamento e para o mapa de SNP. Dois
conjuntos de regides de CNV (CNVR) de alta confianga foram definidos, contendo
variantes encontradas nos dados de painéis de SNP e de sequenciamento. Esses
conjuntos foram relativos as CNVR presentes em, no minimo, 5% da populagéo
estudada (CNVR_POP) e aos individuos representativos da populacado Gir Leiteiro
(CNVR_ANI). No conjunto CNVR_POP, foram encontradas dez CNVR, que
representam 1,04 Mb do genoma bovino. No conjunto CNVR_ANI, foram
encontradas 45 CNVR, que somadas representam mais de 4,4 Mb do genoma
bovino. Os dois conjuntos de CNVR de alta confianga foram unidos para analise
funcional resultando em 48 CNVR Unicas e de alta confiangca. Essas se
sobrepuseram a 69 genes, incluindo FILIP1, SENP6, CA5A, BANP, HERC2, RHOU,
GBP2, GBP4, GBP6, BLA-DQB, ENSBTAG00000037605 e genes de receptores
olfativos. Na andlise de enriquecimento, dois termos de Gene Ontology (GO)
(FDR<0,05) e 17 termos da plataforma Medical Subject Headings (MeSH) (p-
ajustado<0,05) foram enriquecidos significativamente. Nas CNVR unicas e de alta
confiangca foram encontrados 44 “Quantitative trait loci” (QTL) significativamente
associados (p<0,05) a produgédo (29,54%), reproducao (22,73%), conformacéo
(18,18%), sanidade (13,64%), leite (13,63%), e carne e carcaca (2,27%). As CNVR
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presentes no conjunto CNVR_POP podem ser consideradas como regibes de
polimorfismos no numero de copia, pois estdo presentes em mais de 1% da
populagdo estudada. Em adicao, esse conjunto pode ser utilizado como critério de
escolha de CNV a serem validadas, como por exemplo, por PCR. Este estudo
podera auxiliar na escolha de SNP que estejam sobrepostos as CNV para o
desenvolvimento de painéis de genotipagem para o Gir leiteiro. Ainda, a inclusdo de
CNVR na avaliagdo gendmica podera trazer beneficios para o processo de selegcéo
e deve ser verificada. Nossos resultados abrangem a identificagdo e caracterizagéo
de 48 CNVR de alta confianga no genoma de bovinos Gir Leiteiro, o que contribui
para a elaboragcao de um mapa de SV na raga Gir e para o melhor entendimento do
genoma dos zebuinos. As CNVR identificadas neste estudo podem afetar
potencialmente genes que estdo envolvidos no processo evolutivo e no controle
fenotipico de caracteristica de interesse para a cadeia produtiva leiteira, como
imunidade, lactagao, reproducao, reconhecimento de estimulos e sanidade.

Palavras-chave: bovinos de leite, genes, genética animal, variagbes do numero de
copias de DNA, zebu



IDENTIFICATION OF STRUCTURAL VARIANTS OF THE DAIRY GIR CATTLE

ABSTRACT - The Dairy Gir cattle results from the selection of animals from
the Zebu Gir breed with greater aptitude for milk production. These animals are
tolerant of heat, disease, and tropical parasites. These adaptive traits make the Dairy
Gir an important genetic resource for milk production in the tropics. The study and
characterization of structural variants (SV) of the DNA of these animals related to
adaptive, healthy, and productive traits are interesting to the animal breeding of the
breed. An example of structural variants is copy number variation (CNV), which
comprises deletion or duplication of a DNA segment compared to the reference
genome. The CNV can alter the gene expression and consequently change
phenotypes because it encompasses many base pairs. The objectives of the work
were: (1) detect CNV in the genome of Dairy Gir cattle; (2) identify high-confidence
CNVR; (3) determine the genomic regions overlapping CNVR that coincide with the
interest regions, such as genes and “Quantitative Trait Loci” (QTL) previously related
to health, reproduction, and milk production traits; (4) functionally categorize genes
overlapped with CNVR and identify the enriched biological pathways. After the quality
control, luminosity data from 545 individuals genotyped with lllumina BovineHD
BeadChip and whole-genome sequencing data from 38 bulls were used to detect
CNV. In total, 547 Dairy Gir animals were used, and 36 animals had both types of
information. To identify the CNV in the SNP (single nucleotide polymorphism) array
data, the hidden Markov model methodology was used by the PennCNV software
and, in the sequencing data, the “Read Depth” methodology was used by the
CNVnator software, and “Split-Read” and “Read Pair” methodologies by the DELLY
software. The reference genome ARS_UCD1.2 was used for the alignment and the
SNP map. Two sets of high confidence CNV regions (CNVR) were defined,
containing variants found in the SNP array and sequencing data. These sets are
related to the CNVR present in at least 5% of the studied population (CNVR_POP)
and the representative animals of the Dairy Gir population (CNVR_ANI). In the
CNVR_POP set, ten CNVR were found, covering 1.04 Mb of the bovine genome. In
the CNVR_ANI set, 45 CNVR were found, which together cover more than 4.4 Mb of
the bovine genome. The two high confidence CNVR sets were merged for functional
analysis, resulting in 48 unique and high-confidence CNVR. These overlapped 69
genes, including FILIP1, SENP6, CA5A, BANP, HERC2, RHOU, GBP2, GBP4,
GBP6, BLA-DQB, ENSBTAGO00000037605, and odorant receptors genes. In the
enrichment analysis, two Gene Ontology (GO) terms (FDR<0.05), and 17 terms (p-
adjusted<0.05) from the Medical Subject Headings (MeSH) platform were significant.
In the unique and high confidence CNVR, 44 Quantitative trait loci (QTL) were
significantly associated (p<0,05) with production (29.54%), reproduction (22.73%),
conformation (18.18%), health (13.64%), milk (13, 63%), and meat and carcass
(2.27%). The CNVR in the CNVR_POP set may be considered regions of copy
number polymorphism since they are present in more than 1% of the studied
population. In addition, this set can be used to choose the CNV to be validated, such
as by PCR. This study may support the selection of markers that flanks CNV to the
development of SNP arrays for the Dairy Gir. Also, the inclusion of CNVR in the
genomic evaluation could benefit the selection process and must be verified. Our
results include the identification and characterization of 48 high-confidence CNVR in
the genome of Dairy Gir cattle. These data contribute to elaborate an SV map in the
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Gir breed and a better understanding of the genome of the zebu cattle. The CNVR
identified in this study may potentially affect genes involved in the evolutionary
process and the phenotypic control of traits of interest to the dairy products market,
such as immunity, lactation, reproduction, stimulus recognition, and health.

Keyword: animal genetics, dairy cattle, DNA copy number variations, genes, zebu
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CAPITULO 01 — CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

Espera-se que a producdo mundial leiteira cresga 1,6% ao ano, passando a
977 mil toneladas de leite em 2029. Esse crescimento devera ser impulsionado pela
otimizacao dos sistemas de producio de leite, melhoria da sanidade animal, maior
eficiéncia na alimentacdo e melhoria genética dos rebanhos (OECD/FAO, 2020).
Mesmo com a retragdo na producgao leiteira nacional em 2020, devido a redugao de
demanda por causa da pandemia do COVID-19 (Agro em Dia, 2020) e a seca em
parte do pais, o Brasil ocupa a quinta posigdo no ranking de paises produtores de
leite com 33.954 mil toneladas de leite (FAO, 2020).

Devido ao clima nos tropicos e as condi¢gdes de criagdo, o cenario da
produgao leiteira no pais € composto principalmente por rebanhos zebuinos ou
cruzados. Animais cruzados, principalmente aqueles resultantes do cruzamento
entre a raca Holandés e Gir Leiteiro respondem por mais de 80% do leite produzido
no Brasil (Cole e Silva, 2016). A raga Gir, oriunda da india, foi introduzida no pais no
século XIX e € um dos recursos genéticos mais importantes para a produgao de leite
na regido tropical, uma vez que é tolerante aos parasitas e ao calor (Santana et al.,
2014).

O Gir Leiteiro resulta da selecao fenotipica de animais da ragca Gir com maior
aptiddo para producdo de leite. A selecao artificial nesses animais tem sido
direcionada para a produgcdo de leite e seus constituintes, caracteristicas
reprodutivas, de conformacédo e manejo e, desde 2018, o Programa Nacional de
Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL) utiliza a informacdo gendbmica para a
estimacao de valores genéticos (Panetto et al., 2020). A informacdo gendbmica é
utilizada pelos principais programas de melhoramento no mundo, incluindo o do Gir
Leiteiro, sendo necessario conhecer e caracterizar o seu potencial genético
continuamente.

Na raga Holandesa, a inclusdo de informagao gendmica na avaliagdo genética
nos Estados Unidos, além de ter aumentado a acuracia das predi¢cdes, diminuiu o
intervalo de geragdo e aumentou o ganho genético anual (Garcia-Ruiz et al., 2016).

Em adigéo, a informagdo genémica € capaz de tornar a selecéo de touros para o
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teste de progénie mais confiavel e diminuir os custos do teste que, especialmente no
gado de leite, € longo e dispendioso.

A proposigao da estrutura do DNA (WATSON; CRICK, 1953) permitiu o inicio
da realizagdo de estudos gendmicos e, a partir de entdo, houve avango nesse tipo
de estudo. Na década de 1980, iniciaram-se as pesquisas com marcadores
genéticos para espécies de interesse zootécnico, sendo as primeiras publicacbes
sobre a caracterizagdo de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrigdo
(RFLP) em suinos (Chardon et al., 1985) e bovinos (BECKMANN et al., 1986;
GEORGES et al.,, 1987). O avanco das técnicas de biologia molecular e de
bioinformatica vem permitindo estudos genémicos de larga escala, por meio da
genotipagem de marcadores e do sequenciamento do material genético.

Essas técnicas moleculares permitem o estudo e caracterizacdo de variantes
do DNA, tais como variagdes estruturais, pequenas inser¢oes e delecdes (“indels”) e
o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP). O SNP ¢é definido como uma alteragéo
em um unico nucleotideo na sequéncia de DNA, que ocorre em mais de 1% da
populacao estudada (Collins et al., 1998).

Uma das variagdes estruturais estudadas é a variagdo no numero de copias
(CNV), que compreende delecdo ou duplicacdo de um fragmento de DNA em
relacdo ao genoma referéncia (Feuk et al., 2006). As CNV s&do menos frequentes
que SNP e “indels” e, ainda assim, essas variantes podem provocar impactos
funcionais e na evolugdo, uma vez que, por afetar a expressdo génica, pode afetar
fenodtipos de interesse (Bickhart et al., 2012).

Alteragbes no numero de copias de genes podem conduzir a mudangas na
dosagem génica, que é um mecanismo pelo qual a alteragdo do numero de cépias
de um gene modifica o seu perfil de expresséo. Por exemplo, CNV que se sobrepbe
a um gene sensivel a dosagem pode provocar redugdo da expressao ou, ainda,
induzir a formacgao de novos transcritos por meio da interrupcao génica (Gamazon e
Stranger, 2015). Em suinos da raca Landrace, Rubin et al. (2012) relataram que a
duplicacédo de uma regidao de 450 quilobases (Kb) que envolve o gene KIT (KIT
Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase) e uma mutagao de um sitio de “splicing”
em pelo menos uma das copias desse gene provoca o fendtipo de coloracao

totalmente branca.
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A deteccao do tipo e tamanho de CNV depende do tamanho da amostra da
populagdo, da variabilidade genética, da metodologia de deteccédo e da técnica
molecular utilizada para obter a informacdo genémica (Yang et al., 2021). Dentre
esta ultima, estdo o sequenciamento de alto rendimento (HTS - “high-throughput
sequencing”) e os painéis de SNP. A deteccao de CNV esta sujeita a ocorréncia de
falsos positivos e estratégias devem ser tomadas para aumentar a sua acuracia. Por
exemplo, regides de CNV (CNVR) identificadas por dois tipos de técnicas
moleculares e por meio de duas metodologias podem ser consideradas como de alta
confianga (Zhan et al., 2011). As CNVR sao determinadas pelo agrupamento de
CNV sobrepostas (Redon et al., 2006).

As CNV foram identificadas na variacdo fenotipica de caracteristicas de
interesse zootécnico, tais como: caracteristicas reprodutivas em suinos (Zheng et al.,
2020), adaptacao térmica em peixes marinhos (Cayuela et al., 2021); resposta ao
estresse em codornas (Khatri et al.,, 2019) e caracteristicas de crescimento em
ovinos (Feng et al., 2020). Estudo anteriores identificaram associacdo desse tipo de
variante com caracteristicas de interesse econémico, como, afeccdes do casco
(Butty et al., 2021), producédo de leite (Ben Sassi et al., 2016; Xu et al., 2014),
sanidade (Szyda et al., 2019), reproducao e caracteristicas de conformacéo (Ben
Sassi et al., 2016). Dada a importancia econémica do Gir Leiteiro e a relevancia das
variagdes estruturais, novos conhecimentos sobre CNV na raga poderdo auxiliar na
identificacdo de animais superiores geneticamente, na escolha de touros para
participar do teste de progénie e no aumento do ganho genético da raga. Isso
evidencia a necessidade de mais estudos sobre o assunto na raga Gir. Os objetivos
deste trabalho foram: (1) detectar CNV no genoma de bovinos Gir Leiteiro; (2)
identificar CNVR de alta confiabilidade; (3) determinar as regides gendmicas em que
ocorrem as CNV que coincidem com regides de interesse, tais como genes e
“‘Quantitative trait loci” (QTL) previamente relacionados as caracteristicas de
sanidade, reprodugéo e producéo de leite; (4) categorizar funcionalmente os genes

sobrepostos as CNV e identificar as vias bioldgicas enriquecidas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Araca Gir

A raca zebuina Gir é originaria da india, da peninsula Kathiawar. O periodo de
importacdo de animais da india compreendeu os anos de 1870 a 1962, em que
foram trazidos cerca de 6.000 zebuinos, sendo menos de 700 bovinos Gir. Devido a
sua adaptagao ao clima do pais, o gado zebuino e o cruzamento desse com animais
criolos se difundiu rapidamente (O’'Brien et al., 2015).

Em 1938, a criagao do livro genealdgico das ragas zebuinas pela Associacao
de Criadores de Zebuinos (ABCZ), em Uberaba, no estado de Minas Gerais,
contribuiu para a regularizagdo e disseminagao da raga Gir no pais. Na década de
1960, parte dos criadores praticava a selecao para dupla aptiddo e outro pequeno
grupo apenas para produgao leiteira. Finalmente, apdés décadas de selegao
fenotipica, em 1985, foi criado o Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro
(PNMGL). No mesmo ano, foi iniciado o teste de progénie, contribuindo, assim, para
o crescimento populacional e aumento de produgéo da raga (Santana et al., 2014).

Os estudos moleculares na ragca comegaram em 2001, quando iniciou-se a
colheita de sangue e sémen para a formagao do banco de DNA do Gir Leiteiro. A
partir disso, estudos moleculares usando marcadores microssatélite foram
desenvolvidos para os genes das proteinas do leite Kappa-caseina e Beta
lactoglobulina. As analises para doencgas hereditarias foram introduzidas no ano de
2013, tais como DUMPS (Sindrome da Deficiéncia de Sintese de Uridina
Monofosfatase), CVM (Ma-formagédo do Complexo Vertebral) e BLAD (Deficiéncia de
Adesdo Leucocitaria Bovina). Pesquisas sobre o gene da beta-caseina também
foram realizadas e a informagao sobre os touros que transmitem os alelos A1 ou A2
da beta-caseina esta presente nos sumarios (PANETTO et al., 2020). A Prova de
Pré-Seleg¢ao de Touros para o Teste de Progénie foi iniciada em 2009 e, a partir de
2016, informagdes genbmicas foram utilizadas para verificagdo de parentesco e para
a escolha de candidatos, o que resultou em aumento das meédias dos valores
genéticos dos touros em avaliagao pelo Teste de Progénie dos Touros a partir de
2017 (FERNANDES et al., 2020).

Em 2018, a inclusdo da informagdo genbmica na avaliagdo genética foi

iniciada no Gir Leiteiro. Esse programa tem avaliado caracteristicas associadas ao



5

temperamento, produgao de leite e seus componentes (gordura, proteina e sélidos),
conformacgao corporal, sanidade e longevidade. O PNMGL utiliza ainda marcadores
moleculares para predi¢do de valores genéticos gendmicos de machos e de fémeas
(PANETTO et al.,, 2020), o que justifica a importédncia do desenvolvimento de
estudos gendbmicos na raga.

O Gir Leiteiro esta adaptado as caracteristicas e particularidades da produgao
leiteira nos tropicos. A raga Gir é considerada a principal raga zebuina leiteira no
Brasil (PRATA et al, 2015). No pais, o Gir Leiteiro também & utilizado em
cruzamento com a raga Holandesa ou ainda com ragas localmente adaptadas. O Gir

Leiteiro.

2.2 Variagoes Estruturais do DNA

Variagbes estruturais (SV - “structural variants”) sdo alteragdes gendmicas de,
no minimo, 50 pares de bases (bp — “base pairs”) (Figura 1). As SV podem ser
divididas em balanceadas e ndo balanceadas. Dentre as balanceadas, estdo as
inversdes e translocacdes. As SV ndo balanceadas envolvem perdas ou ganhos
gendmicos, como insergdes, duplicacdes e delegdes (Kosugi et al., 2019). Delegdes
e duplicagdes gendbmicas, quando em relagdo a um genoma referéncia, também
podem ser chamadas de variagdes no numero de copias (CNV — “copy number
variation”) (Feuk et al., 2006).

As CNV sao consideradas variantes polimérficas e sdao herdadas entre
geragbes (MCCARROLL; ALTSHULER, 2007). Esse tipo de alteragcdo gendmica
afeta grande parte do genoma, se comparada a outros tipos de variagées, como o0s

SNP e “indels”, uma vez que envolve varios pares de base.
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Figura 1. Variagdes Estruturais. A) A sequéncia de DNA é invertida de ponta a
ponta; B) Um segmento de DNA é removido de um cromossomo e
adicionado a outro; C) Um segmento de DNA é removido de um
cromossomo; D) Um segmento de DNA é repetido no mesmo
cromossomo; E) Um segmento de DNA é adicionado a um cromossomo.
Adaptado de Kinghorn Centre for Clinical Genomics (2018). Disponivel
em: https://www.garvan.org.au/research/kinghorn-centre-for-clinical-
genomics/learn-about-genomics/dna-base/collection1/structural-variation

Essas variagdes sdo abundantes e podem influenciar a expressao génica e
variacdo fenotipica por meio de mecanismos moleculares, como desregulagdo e
alteracdo da dosagem génica, fusdo génica, interrupgao génica, efeitos de posigéo,

desmascaramento do alelo recessivo ou polimorfismos funcionais e efeitos de
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transvecgao. As CNV podem provocar fusdo génica devido a unido de dois genes ou
suas sequéncias regulatérias. A interrupgdo génica ocorre quando o ponto de
quebra de uma CNV esta localizado dentro de um gene e essa CNV interrompe o
gene, 0 que causa inativagdo e consequente, perda de funcdo. O efeito de posigéo
ocorre quando, por exemplo, ao remover ou alterar determinada sequéncia
reguladora, a CNV provoca efeitos na expressao ou na regulagdo do gene que nao
esta na regido afetada pela CNV. O desmascaramento do alelo recessivo ocorre
devido a dele¢cdo do alelo ndo recessivo e assim, o alelo recessivo passa a ser
expresso. A transvecgao ocorre quando uma sequéncia reguladora localizada em
um dos cromossomos homdlogos regula a unidade de transcricdo no outro
homologo, nesses casos, CNV provocam alteracdo por meio deste mecanismo de
trans regulagéo (Zhang et al., 2009).

Quando o termo CNV ainda nao era estabelecido, a primeira evidéncia de que
alteragdbes no numero de coépia de genes poderiam influenciar fendtipos nos
humanos foi relatada em estudos que relacionavam rearranjos gendmicos a doengas
gendmicas (Inoue e Lupski, 2002). As CNV sao capazes de provocar efeitos sobre a
expressao génica. Por exemplo, se o ponto de quebra de uma delegéao, inser¢cao ou
duplicacéo esta localizado em um gene, isso pode causar a perda de sua funcéo
devido ao rompimento ou dissociagdo de promotores ou outros elementos
regulatorios, ou ainda impactar a estrutura da cromatina (Zhang et al., 2009). Esse
tipo de SV pode, indiretamente, afetar elementos reguladores da transcrigdo génica
mediante um efeito posicional, levando a niveis alterados de expressao génica.
Caso haja delecao de um elemento repressor, essa pode ocasionar uma alta taxa de
expressdo do gene associado, ao passo que as duplicacbes de sequéncias
presentes na posi¢cao 3’ em relagdo ao promotor, podem levar a uma menor taxa de
transcricdo (Rodriguez-Revenga et al., 2007).

Se as CNV sédo vantajosas, essas podem evoluir sob selegcdo positiva ou
negativa, entretanto, quando essas CNV envolvem genes essenciais podem sofrer
selegdo negativa a depender do seu impacto (Liu e Bickhart, 2012). Familias de
genes envolvidas na manutencdo e controle do ciclo celular e da transcricdo sao

normalmente desprovidas de eventos de CNV (Hou et al., 2011). Em adicao, CNV
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geralmente se localizam em regides nao génicas e fora de elementos ultra

conservados (Redon et al., 2006)

2.3 Mecanismo de formacgao de SV

Para a melhor compreenséo da complexidade e da importancia de SV, faz-se
necessario o estudo sobre sua formacdo e deteccdo. Para isso, devem ser
consideradas algumas teorias sobre os mecanismos envolvidos na formag¢ao de SV
a saber: recombinagdo homologa n&o-alélica (NAHR), ligagcao das extremidades néo
homodlogas (NHEJ), “Fork Staling and Template Switching” (FoSTeS), e
retrotransposi¢cdo mediada por LINE (“Long Interspersed Nuclear Elements”) (Zhang
et al., 2009). NAHR e NHEJ sdo mecanismos de repara¢gdo do DNA. A NAHR ocorre
entre duplicagdes segmentares (DS), que sao consideradas catalisadoras e
“hotspots” para a formacdao de CNV (Sharp et al.,, 2005). A NAHR ocorre pelo
alinhamento entre DS nao alélicas resultando em rearranjos genémicos, tais como
duplicagdes, delegdes, inversdes ou mesmo translocagcdes cromossémicas quando a
recombinacdo ocorre em cromossomos nao homoélogos (Kim et al., 2008; Shaw e
Lupski, 2004). As DS, também conhecidas como sequéncias “low copy-repeat, sao
blocos de DNA que variam de 1 a 400 Kb de comprimento. Diferentemente das
CNV, as DS normalmente possuem um alto nivel de identidade de sequéncia (>
90%) (Eichler, 2001) e geralmente sao encontradas em regides pericentroméricas e
subteloméricas (Bailey et al., 2001).

A NHEJ é um mecanismo utilizado pelas células para reparar a quebra da
dupla fita de DNA (DSB) que pode ocorrer em todas as etapas do ciclo celular. Esse
mecanismo envolve a ligagdo das extremidades de DNA e permite a inser¢éo ou
delecao de nucleotideos no local de ligagao das fitas quebradas, gerando diversos
resultados (Lieber, 2008). O mecanismo FoSTeS ocorre durante a replicagdo do
DNA, quando a fita recém-sintetizada pode se desprender da fita molde de DNA e se
anelar em outra forquilha de replicagdo com micro homologia entre as regioes,
continuando a sintese da fita na forquilha invadida (Lee et al., 2007). A FoSTeS
pode gerar duplicagdes gendémicas grandes com muitas megabases (Mb) e também

implicar na duplicagao/triplicagdo génica e rearranjo de éxons simples. A duplicagao
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génica e o embaralnamento de éxons s&o os principais eventos que atuam na
evolugao génica e genbmica (Zhang et al., 2009).

As SV também podem ocorrer pela insergéo de retrotransposons (LINE), sdo
elementos transponiveis da classe |, que utilizam um mecanismo baseado na
transcricdo e na transcricdo reversa e contam com o auxilio da enzima integrase.
Com isso, a molécula de DNA movel integra-se as regides dos cromossomos e,
desde que a copia original do cromossomo seja mantida no mesmo local de origem,
este mecanismo causa duplicagdo. Assim, tal processo gera um grande numero de

copias de retro elementos no genoma de diversas espécies (Bohne et al., 2008).

2.4 Detecgao de SV: influéncia do genoma referéncia, identificagao e validagao
de SV

A versao ARS-UCD1.2 da montagem do genoma referéncia bovino (Rosen et
al., 2020) utiliza diferentes tecnologias de sequenciamento e por isso possui “gaps”
menores, sendo mais completa, o que fornece maior confiabilidade na posicdo de
genes e marcadores genéticos (Rosen et al., 2020). Assim, pode haver diferencas
entre as CNV identificadas entre as diferentes versdes do genoma referéncia. Isso
permite a identificagcdo mais acurada de pequenas variagdes (SNP e “indels”) e SV,
tais como as CNV. O genoma referéncia ARS-UCD1.2 em comparagdo com a
montagem UMD3.1.1 (Zimin et al., 2009) possui melhoria de 10X na acuracia por
base, 200X na continuidade da sequéncia, apenas 345 “contigs” (UMD3.1.1: 72.264
“contigs”), N50 de 25.8 Mb (UMD3.1.1: N50 de 0.092 Mb) e L50 de 32 “contigs”.
“Contigs” sdo sequéncias maiores de DNA que sdo montadas por meio de
sobreposicao de leituras - “reads”. N50 € o comprimento minimo de “contigs”
necessario para cobrir 50% do genoma. L50 é o numero de “contigs” necessarios
para atingir N50.

Lee et al. (2020) identificaram CNV a partir de dados do painel de SNP
lllumina BovineHD BeadChip (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA), em que foram
utilizadas duas versdes do genoma referéncia. Comparando-se os resultados
obtidos a partir da montagem ARS-UCD1.2 com a montagem UMD3.1.1, o numero
de CNV por individuo foi 42% menor, mais SNP foram necessarios para se detectar

uma CNV e o tamanho de CNVR complexas ou mistas (CNVR que continham
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ambos eventos de dele¢dao e duplicagdo) foi menor utilizando a montagem ARS-
UCD1.2. Os autores investigaram a regiao (BTA12:70-77 Mb) em que houve grande
diferenca entre as duas montagens de referéncia. Nessa regido, observou-se que
cerca de 43% dos SNP localizados na UMD3.1.1 foram movidos para “contigs” ndo
mapeados ou nao estavam definidos na ARS-UCD1.2. Dessa forma, as duas
montagens referéncia diferem e isso pode levar a resultados discordantes na
deteccdo de CNV (Lee et al., 2020), em relagdo ao numero e tamanho de eventos.

A detecgdo das CNV pode ser realizada por diferentes técnicas moleculares,
como hibridizagdo gendmica comparativa mediante microarranjos de DNA (CGH),
painéis de genotipagem de SNP (“beadchips”) e HTS ou sequenciamento de nova
geragado (Bickhart e Liu, 2014). Arranjos de CGH foram muito utilizados para a
detecgdo de CNV. Entretanto, com o desenvolvimento da tecnologia genémica, os
painéis de SNP e o sequenciamento, que possuem maior poder de deteccédo de
variantes estruturais, passaram a ser utilizados. A detecgao de variantes a partir de
micro arranjo de CGH depende do numero, tamanho e qualidade das sondas
presentes.

A deteccdo de CNV a partir de painéis de SNP depende da densidade e a
distribuicdo de marcadores no genoma, por exemplo, CNV podem estar presentes
em regides nao cobertas por SNP ou ndao abrangerem o numero minimo de
marcadores necessarios para serem detectadas. As CNV menores podem ser
capturadas como uma unica grande CNV de tamanho superestimado em painéis de
SNP de média ou baixa densidade devido as distancias entre marcadores. A escolha
de SNP para a confecgao de painéis € influenciada pela presenca e frequéncia de
marcadores nas ragas estudadas e pela qualidade de genotipagem de SNP. Os SNP
que nao atendem aos padrdes de herangca mendeliana esperados e os com baixo
agrupamento de genotipagem (por exemplo, escore “GenTrain”) tendem a ser
considerados erros de genotipagem e podem nao ser incluidos nos painéis de
genotipagem. No entanto, a presenca de CNV ou indels também podem provocar
inconsisténcias Mendelianas e baixo agrupamento de genotipagem (Berry et al.,
2019; Rafter et al., 2020).

A deteccdo de CNV a partir de dados de painéis de SNP é baseada na

intensidade do sinal de fluorescéncia emitido para cada marcador, em que reducgdes
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na intensidade do sinal podem representar delegdes e o aumento da intensidade
indica duplicacbes (Cassese et al., 2014; Wang et al., 2007). Essa deteccao é
baseada em duas principais medidas do sinal da fluorescéncia dos marcadores, pela
Log da razdo de R (“Log R Ratio” - LRR) e pela frequéncia do alelo B ("B allele
frequency” - BAF). A LRR é uma medida normalizada da intensidade do sinal para
cada SNP, em que as intensidades de sinal para os alelos A e B podem ser
representadas por X e Y e, calculando-se o valor de R, tem-se que Robservado= X + Y.
A LRR é calculada como LRR = log2(Robservado/Resperado) (Diskin et al., 2008). A BAF
refere-se a uma medida normalizada da taxa de intensidade relativa de sinal de cada
alelo para cada marcador (Wang et al., 2007).

Existem diversos programas computacionais para a detecgdo de CNV a partir
dos dados de genotipagem de painéis de SNP, tais como QuantiSNP (Colella et al.,
2007), PennCNV (Wang et al., 2007), GADA (Pique-Regi et al., 2008), GenoCN (Sun
et al., 2009) e MixHMM (Liu et al., 2010b). Por exemplo, o PennCNV (Wang et al.,
2007) incorpora multiplas fontes de informacdo para identificar os numeros de
copias, o0 LRR e a BAF para cada marcador SNP para cada individuo, a frequéncia
populacional do alelo B (PFB — “population frequency of B allele”), o arquivo HMM
(HMM - “hidden Markov model”) e a informacdo de “pedigree”, quando disponivel,
em modelo oculto de Markov. O arquivo HMM, que é fornecido pelo préprio
programa, contem valores esperados para cada estado de numero de copias e a
probabilidade de transicdo esperada para diferentes estados de numero de copias
com base na distancia entre marcadores vizinhos. Os estados ocultos de Markov
identificados por esse programa e o numero de copias correspondentes estdo
descritos na Tabela 1.

A deteccéao a partir de painéis de SNP pode ser afetada pela baixa densidade
dos arranjos e hibridizagdo cruzada de sequéncias repetidas (Bickhart et al., 2012).
Estudos de deteccdo de CNV em bovinos tém sido publicados, indicando o HTS
como principal técnica molecular para identificagcdo de CNV, devido ao maior poder
de detecgao e cobertura do genoma (Bickhart et al., 2012; Keel et al., 2016; Letaief
et al., 2017).
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Tabela 1. Estados ocultos de Markov, numero de codpias, descricdo para o0s

autossomos e gendtipos fornecidos pelo programa PennCNV

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

de heterozigose (LOH)
Duplicacao simples AAA, AAB, ABB, BBB
Duplicacao dupla AAAA, AAAB, AABB,
ABBB, BBBB

As analises a partir de dados de HTS possibilitaram o aprimoramento da
identificacdo de CNV, uma vez que permitem a identificagdo mais acurada de
pequenas CNV e os pontos de quebra (limites) das variagdes. O sequenciamento &
capaz de prover resultados com alta resolugéo e sensibilidade (Bickhart et al., 2012).
No entanto, a identificagcdo de CNV a partir de dados de sequenciamento requer
infraestrutura computacional para armazenar e analisar os dados. Além disso, os
resultados podem ser influenciados pelo comprimento das leituras, eficiéncia do
mapeamento, cobertura de alinhamento ao genoma e viés do conteudo de guanina e
citosina (GC) da tecnologia de sequenciamento (Alkan et al., 2011).

Diversas metodologias foram desenvolvidas para permitir a deteccdo de CNV
a partir de dados de sequenciamento. As quatro principais metodologias disponiveis
para a detecgao a partir de dados de HTS sao: “read-pair” (RP), “split-read” (SR),
‘read depth” (RD) e montagem, e também ha a combinagdo dessas. Cada um
desses métodos possui diferentes vantagens e desvantagens em sua aplicacéo e
adequacao para dados de HTS, e nenhum é capaz de identificar toda a variacéao
presente no DNA. Na busca pelo melhor aproveitamento dos diferentes métodos,
ferramentas computacionais foram desenvolvidas a partir de abordagem
combinatoria, associando as metodologias, com o intuito de aumentar a acuracia

dessas analises (Pirooznia et al., 2015).
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Pelo método RP compara-se a distribuicdo do comprimento das leituras
mapeadas no genoma com a distribuicdo esperada no proprio genoma, em que uma
diferenga de distancia entre as extremidades indica dele¢cdo ou duplicagdo. Se as
extremidades dos fragmentos sdo mapeadas em uma orientagdo diferente da
esperada, isso pode indicar inversdo (Feuk, 2010). Tal método detecta SV de
tamanho meédio, mas pode ser insensivel para as pequenas, devido a sua
dificuldade em detectar precisamente pequenas alteragdes (Medvedev et al., 2009).
Os programas computacionais que incluem métodos RP s&o: BreakDancer (Chen et
al., 2009), PEMer (Korbel et al., 2009) e Ulysses (Gillet-Markowska et al., 2015).

O PRISM (Jiang et al., 2012), o SVseq2 (Zhang et al., 2012) e o Gustaf
(Trappe et al., 2014) sdo alguns dos programas computacionais que utilizam o
método baseado em SR, consistindo no mapeamento de apenas uma das leituras
no genoma de referéncia. A metodologia SR utiliza leituras de sequenciamento
“paired-end” em que apenas uma das leituras do par € mapeada de forma confiavel
e a outra é parcialmente ou completamente ndo mapeada no genoma (Gong et al.,
2021). Tal método é capaz de identificar pontos de quebra das SV de forma
acurada, mas possui capacidade limitada para identificar variagbes estruturais em
larga escala (Pirooznia et al., 2015).

O método RD depende da densidade de alinhamento das leituras ao longo
dos cromossomos, em que regides de alta cobertura podem representar duplicagdes
e as que apresentarem baixa cobertura, delegbes (Pirooznia et al., 2015). Alguns
dos programas computacionais que utilizam tal método sdao: CNV-seq (Xie e Tammi,
2009), CNVnator (Abyzov et al., 2011), ReadDepth (Miller et al., 2011) e cn.MOPs
(Klambauer et al., 2012). O RD possui desempenho superior na deteccédo de CNV
longos, que sdo mais dificeis de detectar por RP e SR. Além disso, esse método
permite identificar os numero de eventos de cada CNV (estados), diferentemente
dos outros métodos (Yoon et al., 2009). Por exemplo, no programa CNVnator, o
numero de copias pode ser obtido pela fungdo genotype, em que o valor do sinal de
RD < 0,5 representa delegao dupla, 0,5 < RD <1,5 representa delecido de uma cépia
e RD = 1,5 refere-se ao numero de cépias real (como valor arredondado).

O método de montagem é o menos utilizado, pois requer muitos recursos

computacionais e é menos acurado (Pirooznia et al., 2015). Ainda ha programas
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computacionais que utilizam os métodos combinados, tais como DELLY (Rausch et
al., 2012), LUMPY (Layer et al., 2014), SRBreak (Nguyen et al., 2016) e Parliament2
(Zarate et al., 2020).

Para a confirmacdo de cada CNV encontrada, se faz necessario validar as
regides encontradas por meio de técnicas moleculares, como gPCR (PCR em tempo
real) e FISH (Hibridizacado in situ fluorescente) (Bickhart et al., 2012). Entretanto,
esses testes moleculares demandam tempo, possuem custo elevado quando
aplicados a um grande numero de amostras e de CNV, e necessitam de quantidade
suficiente de material biolégico. Uma alternativa que tende a aumentar a
confiabilidade da deteccdo das CNV é a verificacdo in silico dessas variantes
estruturais por meio da utilizagao de diferentes de painéis de SNP e HTS.

Diferentes métodos de verificagcao e validagao in silico tem sido aplicados na
deteccdo de CNV nos bovinos, tais como a utilizagdo de mais de uma técnica
molecular (Butty et al., 2020; Chud, 2018; Letaief et al., 2017; Zhan et al., 2011),
combinagado de distintas metodologias de detecgédo (Keel et al., 2017; Pirooznia et
al., 2015; Yang et al., 2021; Zhan et al., 2011), abordagem de heran¢ga mendeliana
(Chen et al., 2017) e uso de mais de um sequenciamento do mesmo animal (“twice-
sequenced animals”) (Chen et al., 2017). A comparagao de resultados entre estudos
de deteccdo de CNV pode ser realizada, comprovando que determinada CNV ou
CNVR foi encontrada anteriormente. Entretanto, a sobreposigdo entre os conjuntos
de CNV previamente descritas pode ser baixa. Isso se deve as diferencas entre os
estudos de diferentes ragas, tamanhos de amostra, metodologia, técnica molecular
(Keel et al., 2017), e versdo da montagem do genoma referéncia utilizada.

Todos os métodos de deteccdo de CNV possuem limitacbes e nenhum é
capaz de identificar toda a variacdo presente no DNA (Pirooznia et al., 2015). A
deteccado de CNV a partir de painéis de SNP possui diversas limitagdes, assim, CNV
detectadas por esse tipo de plataforma de genotipagem podem ser apenas uma
fracdo daqueles que realmente existem e podem ser detectados por dados de
sequenciamento (Rafter et al., 2020).

Independentemente da metodologia, as que s&o baseadas no
sequenciamento de leituras curtas (menores do que 300 bp, como as da tecnologia

lllumina) podem sofrer alta taxa de falsos positivos devido aos erros que ocorrem na
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determinacdo das bases e no alinhamento (“mismappings”), especialmente em
regides repetitivas, que nao sao possiveis de serem abrangidas com esse tipo de
tamanho de leitura. Para superar as dificuldades da deteccdo de CNV a partir de
sequenciamento de leituras curtas, pode ser utilizado o sequenciamento de leituras
longas (maiores do que 10.000 bp, como as das tecnologias Pacbio e Oxford
Nanopore). No entanto, o alto custo e o baixo rendimento dessa tecnologia pode
limitar seu uso (Kosugi et al., 2019). Assim, a combinac&o de diferentes métodos de
deteccao e plataformas pode ser considerada uma alternativa eficiente e menos
onerosa para contornar as dificuldades na detecgdo de CNV e diminuir o numero de

falsos positivos e aumentar a probabilidade de detecgao de CNV confiaveis.

2.5 Fenétipos de interesse relacionados a CNV e importancia das CNV

A andlise de associacdo de CNVR com fendtipos de interesse e a
identificacdo de genes e QTL que coincidem com CNVR encontradas no genoma
podem ser utilizadas para compreender os processos biolégicos de caracteristicas
complexas e a importancia das SV, que sao capazes de implicar em variagao
fenotipica. A metodologia da analise de associacao entre CNVR e caracteristicas de
interesse ndo é tdo bem estabelecida quanto a do estudo de associagao ampla com
SNP (GWAS) (Kim et al., 2012). Varios métodos estatisticos podem ser empregados
para esse tipo de estudo com CNVR, como por exemplo regressao linear (Butty et
al., 2021; Xu et al., 2014; Zhou et al., 2018, 2016), regressao bayesiana (Ben Sassi
et al., 2016) e modelos mistos (Aguiar et al., 2018; Sasaki et al., 2021). Ainda, a
anotacdo do genoma e as informagdes depositadas nos bancos de dados
genbmicos podem ser limitantes para a identificacdo de CNV de importancia
fenotipica.

Xu et al. (2014) realizaram estudo de analise de associagcdo ampla utilizando
CNV detectadas em amostras de 26.363 animais Holandeses genotipados com
lllumina BovineSNP50 array version 1 (lllumina Inc., San Diego, CA). Esses autores
encontraram 34 CNV associadas a pelo menos uma dessas caracteristicas:
producdo de leite, producdo de gordura, produgdo de proteina, porcentagem de

gordura e porcentagem de proteina.
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Sasaki et al. (2021) encontraram uma CNV de 44 Kb (BTA5:103.317.687-
103.361.802) associada a mortalidade de bezerros de um a 180 dias de idade em
animais Wagyu. A regido deletada compreendia o gene C1RL (Complement C1r
subcomponent like), um pseudogene e um IncRNA, que é um componente da via
classica de ativagcado do sistema complemento. A ativagdo dessa via € iniciada por
complexos antigeno-anticorpo e resulta em complexos imunes contra patégenos
infecciosos. Nos animais que possuiam a delegdo em homozigose, a atividade
média desse sistema no sétimo dia apds o nascimento foi significativamente (p-valor
= 0,002) menor do que a de animais de tipo selvagem e heterozigoto. Isso atribui
importancia na suscetibilidade a infecgdes associada essa CNV.

Butty et al. (2021) realizaram estudo de analise de associagdo ampla com
sanidade do casco utilizando CNV detectadas em amostras de 5.845 animais da
raca Holandesa genotipados com plataformas de diferentes densidades. O total de
14 CNVR foram associadas a pelo menos uma dessas caracteristicas: podo
dermatite circunscrita (Ulcera de sola), dermatite digital, dermatite interdigital, eroséo
do calcanhar, lesdo de linha branca, hemorragia de sola e hiperplasia interdigital.

Szyda et al. (2019) identificaram CNV em grupos divergentes para
susceptibilidade a mastite. Amostras de sequenciamento de 13 pares de vacas
Holandesas meio irmas foram utilizadas. Cada par era constituido por uma fémea
susceptivel a mastite e outra que ndo possuia histérico desse tipo de afec¢cdo. Em
comparagao, 191 CNV em estado de dele¢cdo foram encontradas no grupo
susceptivel, mas estavam presentes no grupo saudavel. Essas CNV compreendiam
genes envolvidos na resposta imunolégica (ex: CELSR2, ZBTB10). Esses autores
sugerem que pode haver relagcdo entre delecdo dessa categoria de gene e
susceptibilidade a mastite clinica.

As CNV podem ser utilizadas para estudos de genética de populagdes (Xu et
al., 2016). Algumas CNV podem surgir de forma independente nas racas bovinas de
forma a contribuir para as diferengcas raciais, estando, assim, associadas a
domesticagao, formacgéao racial (Liu et al., 2010a; Liu e Bickhart, 2012) e adaptagéo.
Bickhart et al. (2012), detectaram 1.265 CNVR no genoma bovino de seis individuos
(cinco taurinos e um zebuino). Nesse estudo, genes relacionados a resisténcia a

patdgenos e a parasitas (CATHL4 e ULBP17) estavam presentes em maior numero
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de coépias no individuo da raga Nelore em comparagao com os bovinos taurinos, que
apresentaram maior numero de copias para os genes envolvidos no transporte e
metabolismo de lipideos. Isso pode evidenciar maior adaptabilidade e rusticidade de
zebuinos em relagdo a taurinos.

Aguiar et al. (2018) detectaram uma duplicacdo (BTA5:47.900.000—
48.200.000) associada ao comprimento do umbigo ao sobreano na raga Nelore,
localizada no terceiro intron do gene HMGAZ2. Esses autores relataram que essa
CNV é antiga, especifica de animais zebuinos e que pode ter tido valor adaptativo
nesta subespécie, pois também foi encontrada em zebuinos africanos. Hu et al.
(2020) realizaram identificacdo de CNV baseadas na estatistica F (Fst) de
diferenciagcado populacional a partir de dados de sequéncia de 73 animais de dez
racas diferentes (quatro taurinos e seis zebuinos). As CNV que representaram 1%
top diferenciais sobrepuseram genes relacionados a estresse térmico (DNAJC18),
processamento metabdlico de lipideos e ATP (PLCXD3 e MUSK), e regulacédo da
diferenciagdo muscular (CTNNA1, MUSK, PKN2 e ENSBTAG00000004415). Todas
se encontravam em estado de delegdo nos individuos zebuinos, sugerindo que
estas CNV sao especificas dessa subespécie.

Estudos de deteccéo e caracterizacdo de variantes no numero de cépias sao
importantes para os programas de melhoramento genético de bovinos leiteiros, pois
auxiliam na compreensdo dos processos bioldgicos envolvidos na expresséo
fenotipica de caracteristicas produtivas, reprodutivas e de sanidade. Entretanto, as
técnicas de detecgao ainda precisam ser aprimoradas, pois estas apresentam um
“trade-off” (balango entre duas caracteristicas desejaveis, mas incompativeis) entre
altas taxas de descoberta e baixas taxas de falsos positivos (Butty et al., 2020). Em
adicdo, o aprimoramento da anotagdo do genoma, a realizagdo de estudos
funcionais para caracterizagdo de genes, QTL e RNA ndo codificantes e o
abastecimento e curadoria das informagdes encontradas nos bancos de dados
genbmicos sao fundamentais para a identificagdo de CNV e CNVR relacionadas a

expressao de caracteristicas de interesse para a cadeia produtiva leiteira.
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CAPITULO 02 - IDENTIFICAGAO DE VARIAGOES ESTRUTURAIS DO
GENOMA DE BOVINOS GIR LEITEIRO

RESUMO - O Gir Leiteiro € um bovino zebuino que possui tolerancia ao calor,
as doencas e aos parasitas tropicais. Essas caracteristicas adaptativas tornam o Gir
Leiteiro um recurso genético importante para a produgao de leite nos trépicos. Por
isso, o0 estudo e caracterizagdo de variantes presentes no DNA desses individuos é
de interesse para o melhoramento genético da raga Gir. Os objetivos deste trabalho
foram: (1) detectar variagbes no numero de copias (CNV) em bovinos Gir Leiteiro; (2)
definir CNVR de alta confianga por meio de dois métodos in silico; (3) determinar as
regides gendémicas em que ocorrem as CNVR de alta confianga que coincidem com
genes e “Quantitative trait loci” (QTL) previamente relacionados as caracteristicas de
interesse para a cadeia produtiva de leite. Para a detecgao de CNV, foram utilizados,
apdés o controle de qualidade, 38 animais sequenciados e amostras de 545
individuos genotipados com o painel lllumina BovineHD BeadChip, totalizando 547
animais Gir Leiteiro, dos quais 36 possuiam informacdo de painel de SNP e
sequenciamento. Para aumentar a acuracia nas variantes estruturais detectadas,
dois conjuntos de regides de CNV (CNVR) de alta confianga foram definidos,
contendo variantes encontradas nos dados de painéis de SNP e de
sequenciamento. Esses conjuntos sao relativos a populagdo (n = 545) (CNVR_POP)
e aos individuos representativos da populagao Gir Leiteiro (n = 36) (CNVR_ANI). No
conjunto CNVR_POP, foram encontradas dez CNVR, representando 1,05 Mb do
genoma bovino. No conjunto CNVR_ANI, foram encontradas 45 CNVR, cobrindo 4,4
Mb do genoma bovino. Os dois conjuntos de CNVR de alta confianga foram unidos
para analise funcional resultando em 48 CNVR unicas e de alta confianga. Essas se
sobrepuseram a 69 genes, incluindo os genes 69 genes, incluindo os genes FILIP1,
SENP6, CA5A, BANP, HERC2, RHOU, GBP2, GBP4, GBP6, BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605 e de receptores olfativos e receptores olfativos. O total de
44 “Quantitative trait loci” (QTL) foram significativamente associados a
caracteristicas de producdo, reproducido, conformacio, sanidade, leite e carne e
carcaca foram encontrados nas CNVR unicas e de alta confianca. Nossos resultados
abrangem a identificagdo e caracterizagcdo de 48 CNVR de alta confianga no
genoma de bovinos Gir Leiteiro, o que pode contribuir para a elaboragdo de um
mapa de SV na raga e para o melhor entendimento do genoma dos zebuinos.

Palavras-chave: Dele¢des, duplicagdes, variacdo no numero de copias, zebuinos.
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1 INTRODUGAO

O Gir Leiteiro representa um recurso genético importante para a produgao de
leite nos trépicos (Santana et al., 2014). Os animais Gir Leiteiro possuem tolerancia
ao calor, as doencgas e aos parasitas tropicais (Panetto et al., 2020). Santana et al.
(2014) ainda indicaram que, em virtude das constantes mudangas climaticas, o Gir
pode ganhar importancia fora dos tropicos, mesmo em cruzamentos com animais
taurinos. Variantes de DNA s&o utilizadas no Gir Leiteiro para auxiliar na
identificacdo de reprodutores geneticamente superiores, analise de doengas
hereditarias e na selegdo genética de touros e vacas.

Dentre as variagdes que ocorrem no genoma, as variagdes no numero de
copias (CNV) envolvem delecdes e duplicagdes maiores que, em geral, 50 pares de
base (bp) entre dois individuos de uma espécie (Mills et al., 2011). As CNV podem
contribuir funcionalmente para o processo de domesticagcdo e formacao racial em
bovinos (Liu et al., 2010; Liu and Bickhart, 2012), diferenciacdo entre subespécies,
por exemplo, animais zebuinos e taurinos (Aguiar et al., 2018; Hu et al., 2020) e
podem conferir vantagem adaptativa a individuos (Bickhart et al., 2012; Aguiar et al.,
2018). Em estudos prévios com bovinos, CNV e regides de CNV (CNVR) foram
relacionadas a producao leiteira (Xu et al., 2014) e consumo alimentar residual (Hou
et al., 2012a) na raca holandesa, estatura em animais de ragas chinesas (Cao et al.,
2018), comprimento de umbigo em zebuinos (Aguiar et al., 2018), mortalidade de
bezerros em bovinos Wagyu (Sasaki et al., 2021), caracteristicas de sanidade do
casco (Butty et al., 2021). As CNVR sao formadas pelo agrupamento de CNV
sobrepostas (Redon et al., 2006).

A partir da informagdo gendmica obtida por sequenciamento do genoma
completo ou por painéis de genotipagem de polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP) diferentes CNV podem ser identificadas, que variam quanto ao numero, ao
comprimento e a distribuicdo no genoma (Zhan et al., 2011; Butty et al., 2020). A
deteccao de CNV a partir de painéis de SNP é baseada principalmente em duas
medidas: o Log da razdo de R (LRR - “Log R Ratio”) e a frequéncia do alelo B (BAF -
“B allele frequency”) que sao oriundos do processo de genotipagem (Wang et al.,
2007). Em dados de sequenciamento do genoma completo, SV sao preditas a partir

de padrdes anormais de alinhamento sugestivos de pontos de quebra de rearranjo
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gendbmico. As principais metodologias sao montagem, “read-pair”, “read depth” e
“split-read”, (Zhao et al., 2013; Pirooznia et al., 2015). Apesar das metodologias que
utilizam dados de sequenciamento serem mais precisas e acuradas, essas também
apresentam limitagdes. Diante disso, a combinacdo de diferentes métodos de
deteccédo e técnicas moleculares, como sequenciamento e painéis de SNP, pode ser
uma alternativa para contornar as dificuldades na deteccdo de CNV e, assim,
diminuir o numero de falsos positivos e aumentar a probabilidade de detecg¢ao de
CNV confiaveis.

Apesar das CNVR compreenderem entre 2 a 7% do genoma bovino (Keel et
al., 2016), a selecdo genbmica nessa espécie tem sido direcionada para a utilizagéo
de SNP e pequenas inser¢des ou delegdes (“indels”) e pouca atengao foi destinada
as variagcdées maiores, como as CNV e outras SV (Couldrey et al., 2017). Sendo
assim, a predicdo gendbmica integrando SNP e CNV pode oferecer novos
conhecimentos para elucidar caracteristicas complexas e para compreender a
proporcdo da variagdo genética que ndo € explicada pelos SNP (“missing
heritability”), mas que esta presente e pode ser predita pela estimativa de
herdabilidade (Hay et al., 2018). Os mesmos autores relataram ainda que a inclusao
de CNV na predicdo genbdmica provocou um pequeno aumento da acuracia para
algumas caracteristicas em bovinos Nelore. Todavia, os autores ressaltam que a
inclusdo de gendtipos de CNV na predicdo gendmica podera aumentar a acuracia
das predicbes dos valores genéticos genémicos e promover ganhos genéticos
adicionais em animais de interesse zootécnico (Hay et al., 2018).

O primeiro passo para inclusdo de SV, tais como as CNV, nas predicdes
genbmicas e nos estudos de associagdo com fenédtipos € a detecgdo e mapeamento
desse tipo de variante gendmica. Ademais, o estudo de CNV pode ser util para
entender mecanismos de adaptagao, domesticacédo, desenvolvimento de doengas e
expressao de fendtipos de interesse para a cadeia produtiva leiteira. Assim, os
objetivos deste trabalho foram: (1) detectar variagbes no numero de copias (CNV)
em bovinos Gir Leiteiro; (2) definir CNVR de alta confiangca por meio de dois
métodos in silico; (3) determinar as regides genémicas em que ocorrem as CNVR de
alta confianga que coincidem com genes e “Quantitative trait loci” (QTL) previamente

relacionados as caracteristicas de interesse para a cadeia produtiva de leite.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras, alinhamento e preparacao de dados de sequenciamento

Touros do Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL),
conduzido em parceria pela Associacdo Brasileira de Criadores de Gir Leiteiro
(ABCGIL) e Embrapa Gado de Leite, foram ordenados apos estudo de desempenho
e numero de progénie no PNMGL. Os touros mais bem classificados, ou seja,
representativos da populacédo foram selecionados para sequenciamento do genoma
completo. Para esse estudo, foram utilizadas amostras de 43 touros Gir Leiteiro. As
amostras de um a 13 foram cedidas por meio de parceria com a Embrapa Gado de
Leite (processos: Embrapa SEG 02.13.05.011.00.00; CNPq 310199/2015-8;
MCTI/CNPqg/INCT-Ciéncia Animal e FAPEMIG CVZ PPM-00606/16). As amostras 14
a 43 foram sequenciadas mediante auxilio financeiro concedido pelo CNPq
(processo 431629/2016-1).

Amostras de sangue e sémen foram utilizadas para a extracdo de DNA
genbmico. Para as amostras um a 13 a extracdo foi realizada utilizando DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), conforme recomendagbes do
fabricante. O DNA extraido foi quantificado e avaliado pelo método de
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). O
sequenciamento do genoma dessas amostras foi realizado pelas Illumina HiSeq2000
(lumina Inc., San Diego, CA, USA). As bibliotecas utilizadas para o sequenciamento
foram do tipo ‘paired-end’, em que foram produzidas leituras com tamanho de 2 x
100 bp e 2 x 200 bp, com cobertura média de sequenciamento de 13,9X.

Para as amostras 14 a 43, a extracdo de DNA foi realizada com protocolo
utilizando tampéao salino e purificagcdo com fenol/cloroférmio brevemente descrito por
Machado et al. (2010). A determinagdo da qualidade e a normalizagdo do material
extraido foi avaliada por meio de fluorescéncia no Qubit fluorometer 2.0 (Life
technologies, Grand Island, NY). Na preparagao da biblioteca foi utilizado o lllumina
TruSeq Nano kit (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). O sequenciamento das
amostras foi realizado na lllumina NovaSeq 6000 (lllumina Inc., San Diego, CA,
USA). Leituras com tamanho de 2 x 150 bp foram produzidas, com cobertura média

de sequenciamento de 16,7X por amostra. Em todas as 43 amostras, a construgao
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das bibliotecas foi conduzida de acordo com os protocolos recomendados pelo
fabricante.

A qualidade dos dados de sequenciamento foi verificada pela ferramenta
FastQC (v. 0.11.8) (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Com
base nos resultados do FastQC, foram aplicados aos dados os critérios de controle
de qualidade das leituras por meio do programa SeqyClean (ZHBANNIKQOV et al.,
2017), conforme parametros recomendados pelo protocolo do “1000 Bull Genomes
Project”. Assim, foram removidas (1) leituras com trés ou mais bases nao
identificadas (N) nas sequéncias; (2) 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; (3) leituras com comprimento menor do que 50
bases nas sequéncias.

Além da remocao das leituras com baixa qualidade, foram removidas as
sequéncias de adaptadores e possiveis contaminantes. Com a remocg¢ao dos
adaptadores, busca-se evitar que estas sequéncias sejam incorporadas no
alinhamento do genoma, gerando alinhamento erréneos.

Mediante recomendacdo de parametros do 1000 Bull Genomes Project
(http://www.1000bullgenomes.com/), as sequéncias foram alinhadas ao genoma
referéncia bovino ARS-UCD 1.2
(https://sites.ualberta.ca/~stothard/1000_bull_genomes/) por meio do algoritmo BWA

opgao mem (v. 0.7.15-r1144-dirty) (Li and Durbin, 2009). A conversao para o formato
binario, ordenacao e indexacao foi realizada pelo Samtools (v. 1.8) (Li et al., 2009;
Li, 2011), por meio das opgdes view, sort e index, respectivamente. As duplicatas
opticas e de PCR foram removidas pela opcao MarkDuplicates do Picard Tools (v.
2.18.2-SNAPSHOT) (Picard toolkit, 2019).

A juncdo dos arquivos de amostras que foram sequenciadas em multiplas
“lanes” (um a 13) foi realizada pela opgao merge do Samtools (v. 1.8) (Li et al., 2009;
Li, 2011). A recalibragdo do escore de qualidade das bases foi realizada pelo
BaseRecalibrator e PrintReads do Genome Analysis Toolkit (GATK, v. 3.8-1-0-
gf15c1c3ef), resultando em arquivos com maior confiabilidade por base. Todas as
etapas seguiram as recomendacdes de paradmetros do 1000 Bull Genomes Project

(http://www.1000bullgenomes.com/) (Figura 1). O conjunto de variantes conhecidas
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fornecido pelo consorcio do projeto 1.000 Bull Genomes foi usado para recalibragao
de qualidade de base. A opcgao flagstat do Samtools (v. 1.8) (Li et al., 2009; Li, 2011)
e um “script” em linguagem perl em conjunto a opgado mpileup do Samtools (v. 1.8)
(Li et al.,, 2009; Li, 2011) foram utilizados para o calculo de estatisticas do

alinhamento e da cobertura de alinhamento no genoma, respectivamente.

Alinhamento Converséo Ordenacédo do
ao genoma ptzlits f’or.mato l arquivo -
referéncia - binario - Samtools
BWA opgao Samtools opgao sort
mem opgao view
Juncao de Remocgao de Indexagéao
arquivos para ‘ duplicatas - do arquivo -
amostras um Picard opgao Samtools
al13d - MarkDuplica- opcao index
Samtools tes
opg¢ao merge
Tabela de Ajuste do
recalibracdo escore de
- GATK qualidade das
opgao — bases —
BaseRecali- GATK opcgao
brator PrintReads
Figura 1. Fluxograma do alinhamento e preparagdo das amostras de

sequenciamento

2.2 Amostras de genotipagem
Os dados de painéis de SNP deste estudo foram cedidos pela Embrapa Gado
de Leite, situada na cidade de Juiz de Fora, em Minas Gerais, Brasil e pertencem ao

projeto “Selecdo genémica de racas leiteiras no Brasil”. Amostras de 566 animais Gir
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Leiteiro foram genotipadas com o painel lllumina BovineHD BeadChip (lllumina Inc.,
San Diego, CA, USA) que consiste em 777.962 marcadores distribuidos ao longo do
genoma, com distédncia média entre SNP igual a 3,43 quilobases (Kb) e mediana
igual a 2,68 Kb. Para a detecgdo de CNV, marcadores SNP com escore “GenCall’
abaixo de 0,15 foram removidos (lllumina, 2014).

Dos 566 animais genotipados, 36 também foram sequenciados. A analise de
componentes principais (PCA) foi realizada utilizando a matriz de gendétipos apenas
dos animais genotipados. O objetivo dessa analise foi verificar se existe alguma
estrutura de populagdo entre os animais e avaliar a representatividade dos
individuos que foram sequenciados, ou seja, se eles formaram uma amostra
aleatdria da populagcdo genotipada. O mapa de SNP utilizado foi baseado no
genoma referéncia ARS-UCD1.2

(https://www.animalgenome.org/repository/cattle/UMC bovine coordinates/, ultimo

acesso em 03/03/2020), em que foram considerados somente SNP localizados nos
cromossomos autossémicos e de posicdo conhecida na montagem ARS-UCD1.2
(720.731 marcadores SNP). A PCA foi realizada pelo programa PLINK (v.1.9)
(SHAUN PURCELL; CHRISTOPHER CHANG; CHANG et al., 2015). O controle de
qualidade dos gendtipos para a PCA removeu SNP com “minor allele frequency” (--
maf) menor que 5%, gendtipos perdidos por locus acima de 10% (--geno) e

genotipos faltantes por animal acima de 10% (--mind).

2.3 CNV identificadas a partir de dados de sequenciamento

2.3.1 CNVnator

O CNVnator (v. 0.4.1) (Abyzov et al., 2011) foi utilizado para a identificagao de
CNV. Este programa possui alta sensibilidade na deteccédo de CNV, principalmente
para delegdes, e baixa FDR (“False Discovery Rate”). O CNVnator utiliza o método
Read Depth (RD) e, por isso, € menos sensivel a detecgdo de duplicacbes, se
comparado a deteccdo de delegdes. Para o calculo do sinal de RD, o algoritmo
utilizado pelo CNVnator segmenta todo o genoma em janelas ndo sobrepostas de
tamanho igual (“bins”) e utiliza a contagem de leituras mapeadas dentro de cada
segmento como o sinal RD. Apds a particdo em segmentos consecutivos, ha a
corregao para o conteudo GC e entdo as CNV sao identificadas (Abyzov et al.,
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2011). RD é a metodologia mais comum na deteccdo de CNV, no entanto, € menos
robusta quanto a precisao da definicdo dos pontos de quebra (“breakpoints”) de CNV
(Zhao et al., 2013).

A deteccao de CNV ocorreu apenas nos cromossomos autossdmicos, em que
foi utilizado “bin size” (tamanho de janela) de 250 bp e o sinal RD médio foi de 4,12,
0 que se adequa as recomendagdes de ABYZOV et al. (2011). Apenas foram
considerados CNV maiores do que 1 Kb e menores do que 5 Mb (Hay et al., 2018),
significativas (p<0,05) para o teste estatistico t, em que a hipdtese nula é se a média
de sinal de profundidade das leituras na regido de CNV é a mesma da média de
sinal de profundidade na amostra, e CNV com fracdo de leituras mapeadas com
baixa qualidade menor do que 0,5 (qo<0,5).

Com base na distribuicdo dos dados, as amostras que apresentaram valores
muito discrepantes de eventos (acima 7.000 eventos) e sinal de RD abaixo do
recomendado ou valores muito discrepantes de eventos (acima 7.000 eventos) e
numero desproporcional de duplicacdes e dele¢cdes foram avaliadas. Essas
amostras tiveram sua qualidade de alinhamento avaliada pela op¢ao gc do programa
ALFRED (Rausch et al., 2019). Também foi considerado o efeito da inclusdo ou
exclusao dessas amostras no calculo de correlagao linear simples de Pearson entre
cobertura de alinhamento no genoma e numero de eventos (soma do numero de
delecbes e duplicagbes) detectados e, a partir desse resultado, as amostras foram

excluidas

2.3.2 DELLY

Com o intuito de aumentar a confiabilidade, a detecgcdo de CNV também foi
realizada pelo programa DELLY (v. 0.7.6) (Rausch et al., 2012), que utiliza a
combinagdo das metodologias “read-pair” (RP) e “split-read” (SR). As CNV séao
detectadas pelo método RP que permite alta sensibilidade e secundariamente, pelo
método SR que aumenta a especificidade da deteccdo. O algoritmo RP analisa
bibliotecas de leituras em busca de pares de leitura mapeados de forma discordante.
Em seguida, o método SR ¢é utilizado para refinar a definicdo dos pontos de quebras
das SV preditas pelo método RP (Rausch et al., 2012).
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O programa foi utilizado porque permite a detecgcédo de eventos de duplicagao
e delegcdo em todos os individuos de forma simultanea, dado que CNV identificadas
em apenas um individuo (“singletons” CNV) s&o mais provaveis de serem falsos
positivas em comparagdo com CNV identificadas em varios individuos (Redon et al.,
2006). A deteccao de delegdes e duplicagdes ocorreu apenas nos Cromossomos
autossbmicos. A opcao de qualidade minima de mapeamento (que é a probabilidade
de que uma leitura esteja alinhada no lugar errado) (-q) foi utilizada com valor de 20,
seguindo os critérios de Khan et al. (Khan et al., 2018). Apdés a detecgéo,
recomendacgdes de estudos anteriores foram adotadas e apenas foram consideradas
CNV maiores do que 1 Kb e menores que 5 Mb (Hay et al.,, 2018) e CNV com
suporte de mais de 4 pares de leitura (“paired-end support”) (Khan et al., 2018).

2.4 CNV identificadas a partir de painéis de SNP

A deteccdo de CNV a partir de painéis de SNP foi realizada por meio do
PennCNV (v. 1.0.5) (Wang et al., 2007). Esse programa utiliza a aplicacdo das
metodologias bayesianas do modelo oculto de Markov, em que s&o aplicadas duas
medidas da intensidade do sinal de fluorescéncia emitido para cada SNP, o LRR e a
BAF. Também sao utilizadas a distancia entre SNP vizinhos e a frequéncia do alelo
B na populacao (PFB). O arquivo PFB foi criado a partir do valor de BAF de cada
marcador em todas as amostras.

Para reduzir a taxa de resultados falsos positivos, os valores de LRR de cada
SNP foram ajustados para a disperséo da intensidade do sinal (“genomic waves”) ao
longo das regides gendmicas de acordo com o conteudo de GC esperado no
genoma bovino, considerando uma regido de 500 Kb ao redor de cada SNP (Diskin
et al., 2008). Foram mantidas CNV com: mais de dez SNP, valores de desvio-padréao
do LRR menor do que 0,30, BAF “drift” menor do que 0,01 e fator de disperséo da
intensidade do LRR (“waviness factor’) menor do que 0,05 e CNV maiores do que 1
Kb e menores do que 5 Mb (Hay et al., 2018).

2.5 CNVR de alta confianga
As CNVR identificadas a partir dos resultados de métodos moleculares

diferentes podem ser consideradas como de alta confianga (Zhan et al., 2011). A fim
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de prover resultados mais confiaveis, foram estabelecidos dois conjuntos de CNVR
de alta confianga baseado no trabalho de Butty et al. (2020), em que foram definidos
dois conjuntos de CNVR de alta confianga, um baseado nas CNV identificadas para
os individuos mais representativos da populagdo Gir Leiteiro (CNVR_ANI) e o outro
na populagdo estudada (CNVR_POP). As CNVR foram determinadas pelo
agrupamento de CNV sobrepostas por, no minimo, 1 bp. Isso foi realizado pela
opgao merge do programa Bedtools (Quinlan and Hall, 2010).

Para a construgdo do conjunto CNVR_POP, foram utilizadas as CNVR
detectadas a partir de dados de sequenciamento (CNVR_SEQ) e de painéis de SNP
(CNVR_GEN). O conjunto de CNVR detectadas por meio de dados de painéis de
SNP (CNVR_GEN) foi formado pelo agrupamento, com critério de sobreposicéo de,
no minimo, 1 bp, entre as CNV detectadas por meio da genotipagem. Como na
deteccdo de CNV a partir de dados de HTS foram utilizadas mais de uma
metodologia, as CNV resultantes das diferentes metodologias foram agrupadas
dentro do resultado de cada programa, seguindo 0os mesmos critérios de
sobreposi¢cao de, no minimo, 1 bp. Em seguida, foram selecionadas apenas CNVR
reciprocamente sobrepostas entre os dois programas com critério de, no minimo,
50% (CNVR_SEQ). Definidos os conjuntos de CNVR_GEN e CNVR_SEQ, foram
selecionadas CNVR sobrepostas entre esses dois conjuntos, com critério de
sobreposicao reciproca minima de 50%. A partir disso, foram escolhidas apenas as
CNVR que estavam presentes em mais de 5% da populacéo utilizada no estudo,
finalmente formando o conjunto CNVR_POP (Figura 2). Os agrupamentos de CNV
com critério de sobreposicdo de, no minimo, 1 bp foi realizado pela opgao “merge”
do programa Bedtools (Quinlan and Hall, 2010). A verificagcdo de sobreposigao
reciproca minima de 50% entre CNVR foi realizada por meio da opcéao Intersect do
Bedtools (Quinlan and Hall, 2010).

Para o estabelecimento do conjunto CNVR_ANI, foram utilizados apenas os
36 individuos que foram sequenciados e genotipados. Para cada um desses
individuos, foram encontradas CNV detectadas em comum a partir de dados de
painéis de SNP e de sequenciamento, sendo utilizado o mesmo critério de
sobreposicao reciproca minima de 50%. Apenas os resultados dos programas

PennCNV e CNVnator foram utilizados nessa etapa, pois a deteccdo de CNV foi



35

realizada por amostra. Ao final, estas CNVR foram sobrepostas com critério minimo
de 1 bp, formando o conjunto CNVR_ANI (Figura 2).

CNV CNV
CNVR CNVR CNVR CNVnator PennCNV
CNVnator DELLY PennCNV

CNV individuais
CNVR_SEQ CNVR_GEN

CNVR_ANI
CNVR_POP

Figura 2. Fluxograma da construgdo dos conjuntos de regides de variagdes no
numero de cépias (CNVR) de alta confianga. A) Conjunto CNVR_POP. B)
Conjunto CNVR_ANI

2.6 Analise Funcional

Genes e QTL foram recuperados do banco de dados Ensembl Genes

(Ensembl Release 104, acesso em 11/05/2021) (https://www.ensembl.org/) e do
Animal Genome database (acesso em 11/05/2021)
(https://www.animalgenome.org/cqi-bin/QTLdb/BT/index), respectivamente. O pacote
GALLO (Fonseca et al., 2020) do programa R (R Core Team, 2021) foi utilizado para

identificar genes e QTL localizados nas mesmas regidoes gendmicas que as CNVR

unicas e de alta confianga. A partir disso, termos do banco de dados Gene Ontology
(GO) e vias biologicas preditas pelo banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) (https://www.genome.jp/kegg/) foram enriquecidos
(FDR<0,05) por meio do pacote WebGestaltR (Wang and Liao, 2020) do programa R
(R Core Team, 2021). Para ambas as analises, o enriquecimento foi realizado pelo

teste hipergeométrico ORA (“Over-Representation Analysis”). Os termos biolégicos
do Gene Ontology sao divididos em trés grupos: Componentes Celulares, Processos
Biolégicos e Fungdes Moleculares.

Termos da plataforma Medical Subject Headings (MeSH)

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/mesh)  foram  utilizados para andlises de

enriquecimento de conjunto de genes (p-ajustado<0,05) por meio dos pacotes
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meshes (Yu, 2018) do programa R (R Core Team, 2021), em que foi utilizada a
opg¢ao de banco de dados “gene2pubmed”. Os termos MeSH utilizados foram
Anatomia (A), Doencgas (C), Drogas e Quimicos (D) e Fenbmenos e Processos (G).
Informacdes sobre os genes anotados foram obtidas no RefSeq Genes

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/rsg/) e GeneCards

(https://www.genecards.org/).

3 RESULTADOS

3.1 Alinhamento e pré-processamento de dados de sequenciamento

Apos a remocgao de duplicatas Opticas e de PCR, o sequenciamento “paired-
end” produziu 15.183.484.455 leituras, em que a média do numero total de leituras
por amostra foi de 353.104.290 (variando de 245.377.907 a 486.209.902, com
mediana igual a 356.956.710 e desvio padrao - SD - equivalente a 48.976.689), das
quais, em meédia 93,64% (variando de 72,94% a 97,98%, com mediana igual a
95,76% e SD equivalente a 5,69%) foram corretamente mapeadas no genoma
referéncia ARS-UCD1.2. A média da cobertura de alinhamento no genoma foi de
16,06X (variando de 10,2X a 25X com mediana igual a 15,8X e SD equivalente a
2.99X) (Tabela 1).

Tabela 2. Numero total de leituras (bp), porcentagem de leituras mapeadas (%),
porcentagem de leituras corretamente mapeadas (%) e cobertura de

alinhamento no genoma (X) por amostra ap6s remogao de duplicatas

Amostra* Numero total Leituras Leituras Cobertura de
de leituras mapeadas (%) corretamente alinhamento
(bp) mapeadas (%) no genoma (X)

1(741) 356.625.327 99,72 87,27 13,6
2 (824) 362.701.796 99,79 97,82 15,0
3 (837) 385.353.621 99,81 97,48 15,9
4 (879) 374.801.680 99,80 97,48 15,6
5 (861) 386.325.249 99,85 97,54 16,0
6 (887) 368.701.320 99,77 97,97 15,2
7 (894) 306.516.816 99,79 97,56 12,6
8 (920) 345.575.226 99,79 97,04 14,0



39 (1258)
40 (1501)
41 (721)

245.377.907
394.641.626
395.470.276
260.192.208
343.774.440
364.206.965
452.832.085
367.083.050
325.143.647
366.598.393
307.936.476
359.056.254
486.209.902
305.000.681
380.210.484
335.406.862
340.249.508
372.228.475
405.614.167
404.099.122
312.239.045
328.843.430
365.787.842
323.707.726
401.851.858
276.449.451
321.650.759
273.119.499
395.116.189
434.008.561
310.223.610
313.768.952
356.956.710

99,75
99,80
99,83
99,64
99,87
99,79
99,81
99,72
99,79
99,87
97,79
99,70
99,78
99,66
99,78
99,71
99,79
99,64
99,87
99,72
99,63
97,56
99,79
96,59
99,81
99,80
99,85
99,79
99,78
99,88
99,79
99,74
99,81

97,49
97,70
97,96
96,74
97,79
93,89
95,98
84,38
86,33
95,76
95,76
90,39
97,17
94,08
96,15
92,29
95,49
94,32
96,80
97,80
88,37
95,54
97,30
89,11
97,98
96,56
94,35
95,04
95,81
91,13
92,94
75,59
72,94

10,2
16,1
16,2
10,3
14,8
17,7
21,5
15,6
14,1
17,7
15,2
16,7
25,0
14,8
18,8
16,2
17,0
17,1
20,1
20,9
13,9
16,7
18,8
15,0
20,3
13,9
15,8
13,6
19,3
20,3
15,1
11,6
12,3

37
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42 (754) 346.287.110 99,87 85,93 13,9
43 (831) 325.540.150 99,70 93,32 16,0

*Numero entre parénteses corresponde a identificagdo original das amostras.

3.2 CNV identificadas a partir de dados de sequenciamento

3.2.1 CNVnator

Ap6s a avaliacao dos resultados, optou-se por retirar das analises as
amostras de cinco individuos (39, 40, 41, 42, 43) (Apéndice B) que apresentaram
numero muito alto de eventos e baixo sinal de RD ou numero discrepante de
duplicagdes com maior propor¢do de duplicagdes do que delegbes, dado que é
esperado maior numero de dele¢gdes do que duplicagcbes. Devido ao método, o
programa pode confundir “missmapping” em regides de repeticdo com duplicacées
(Abyzov et al., 2011). Sugere-se que o resultado da deteccédo de variantes nessas
amostras continha grande numero de falsos positivos e isso pode ocorrer em virtude
da qualidade e/ou da origem da amostra utilizada para extracdo do DNA, de fatores
laboratoriais que podem interferir na qualidade do sequenciamento, como por
exemplo a qualidade do DNA extraido e a amplificagcdo excessiva na etapa de
montagem das bibliotecas.

Os resultados da avaliacdo de qualidade de alinhamento pela opg¢ao gc
programa Alfred (Rausch et al., 2019) para as amostras que apresentaram numero
muito alto de eventos estdo descritos no Apéndice C. A correlagao linear simples de
Pearson entre o numero de CNV e a cobertura de alinhamento no genoma, quando
foram incluidas todas as amostras n&o foi significativa (-0,18, p=0,23). Entretanto, ao
retirar as amostras heterogéneas, obteve-se correlagao positiva e significativa (0,34,
p=0,04), sendo esse resultado esperado devido a metodologia de deteccao (“read
depth”). Diante disso, optamos por retirar essas amostras (39, 40, 41, 42, 43) de
todas as analises de deteccdo de CNV.

Apos a filtragem e controle de qualidade, para as 38 amostras restantes, com
cobertura média de alinhamento ao genoma de 16,35X, foram detectadas, em
média, 2.143 CNV por animal (variando de 1.554 a 3.844, com mediana igual a
1.940 e SD equivalente a 564,93). O total de CNV foi de 81.447, sendo 53.876
delegdes e 27.571 duplicagbes. O tamanho médio das CNV foi de 17.239 bp



39

(variando de 1.249 bp a 1.791.499 bp, com mediana igual a 7.999 bp e SD
equivalente a 42.662,99 bp).

3.2.2 DELLY

Como a detecgédo de delegbes e duplicagbes ocorreu de forma simultanea
para todas as amostras, foram detectadas CNV em mais de um individuo (CNV
populacionais) e CNV detectadas em apenas um individuo (“singletons” CNV). A
deteccdo multipla de 38 individuos gerou o total de 20.888 variantes (20.351 CNV
populacionais e 537 “singletons” CNV). Foram detectadas 14.571 delecbes (14.186
CNV populacionais e 385 “singletons”) e 6.317 duplica¢des (6.165 populacionais e
152 “singletons”). O tamanho médio das CNV foi de 179.007 bp (variando de 1.000
bp a 4.983.990 bp com mediana igual a 11.518 bp e SD equivalente a 551.161,4 bp).

3.3 Amostras de genotipagem

Apods o controle de qualidade das destinado a analise de detecgao de CNV,
em que foram removidos SNP com valor de escore “GenCall” abaixo de 0,15, o valor
médio de SNP por animal foi de 770.125 (variando de 666.135 a 774.163, com
mediana igual a 772.024 e SD equivalente a 10.090,94).

Apo6s o controle de qualidade da PCA, restaram 433.015 SNP e cinco animais
foram removidos. Nao foi observada estratificagdo na populacdo. Os animais que
também foram sequenciados estdo distribuidos de forma aleatéria no grafico
bidimensional, representando a diversidade de distancias genéticas dentro da

populacao que foi genotipada (Figura 3).
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Figura 3. Analise de componentes principais dos animais genotipados com painel
lllumina BovineHD BeadChip. Nesta figura estdo representados os

animais que foram apenas genotipados (GEN) e os que também foram
sequenciados (SEQ)

3.4 CNV identificadas a partir de painéis de SNP
O mapa de SNP utilizado foi baseado no genoma referéncia ARS-UCD1.2

(https://www.animalgenome.org/repository/cattle/lUMC bovine coordinates/, ultimo

acesso em 03/03/2020), em que foram considerados somente SNP localizados nos
cromossomos autossémicos e de posicdo conhecida na montagem ARS-UCD1.2
(720.731 marcadores SNP).

No mapa de SNP, 7,35% dos SNP foram removidos por ndo pertencerem a
cromossomos autossOmicos ou nao possuirem posicdo conhecida no genoma
referéncia ARS-UCD1.2 e, durante a analise, outros 9,46% SNP nao foram utilizados
devido ao seu baixo escore de “GenCall” na populacdo. Uma amostra foi removida

da analise de detecgao de CNV, pois apresentou numero muito discrepante de CNV,
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com base em interpretacao grafica (Apéndice A), o que poderia refletir alto numero
de eventos falso positivos.

ApoOs controle de qualidade, CNV foram identificadas em 545 animais,
utilizando 652.560 marcadores SNP. O total de 4.162 CNV foram detectadas, com
média de 7,6 CNV por animal (variando de um a 90, com mediana igual a sete e SD
equivalente a sete), sendo 2.510 delegdes e 1.650 duplicagdes. O numero meédio de
marcadores SNP em cada CNV foi de 25,16 (variando de dez a 293, com mediana
igual a 17 e SD equivalente a 19,26). O tamanho médio das CNV foi de 122.807 bp
(variando de 10.180 bp a 1.371.933 bp, com mediana igual a 58.988 bp e SD
equivalente a 120.392,8 bp).

3.5 CNVR de alta confianga

Nas CNVR oriundas de dados de genotipagem de SNP (CNVR_GEN), foram
detectadas 489 CNVR, com média de tamanho 95.170 bp (variando de 10.714 bp a
1.410.517 bp, com mediana igual a 50.517 bp e SD equivalente a 127.725,6 bp),
somando 46.538.246 bp, sendo 428 CNVR compostas apenas por eventos de
delegdo, 55 por eventos de duplicacdo e seis consideradas complexas, em que
ocorreram ambos 0s eventos.

Dentre as CNV oriundas de dados de sequenciamento, no programa
CNVnator foram detectadas 13.725 CNVR, sendo 7.204 compostas apenas por
delegdes, 4.961 apenas por duplicagbes e 1.560 complexas. No programa DELLY
foram detectadas 5.714 CNVR, sendo 4.003 compostas apenas por delecdes, 443
apenas por duplicagdes e 1.268 complexas. No conjunto CNVR_SEQ, foram
identificadas 960 CNVR, de tamanho médio 22.786 bp (variando de 1.111 bp a
2.006.399 bp, com mediana igual a 3.346 bp e SD equivalente a 104.755,6 bp),
somando 21.874.126 bp, sendo 728 CNVR compostas apenas por eventos de
delegao, 63 CNVR apenas por duplicagdes e 169 CNVR complexas.

Dentre as CNVR de alta confianga, no conjunto CNVR_POP, com todas as
547 amostras estudadas, foram encontradas dez CNVR em oito cromossomos, de
tamanho médio igual a 104.943 bp (variando de 14.879 bp a 521.437 bp, com
mediana igual a 52.933 bp e SD equivalente a 151.104,4 bp), somando 1.049.430

bp, sendo quatro CNVR compostas apenas por eventos de delecdo, duas CNVR



42

apenas por duplicagdes e quatro CNVR complexas (Tabela 2). Quatro CNVR foram

identificadas em mais de 10% da populagédo e uma em mais de 30%.

Tabela 2. Cromossomo, posigao inicial e final, tamanho em pares de base (bp) e tipo
do conjunto de CNVR de alta confianga (CNVR_POP)

Cromossomo  Posicao inicial  Posic¢ao final  Tamanho (bp) Tipo
2 123735242 123851299 116057 DELECAO
3 54329751 54851188 521437 COMPLEXA
6 3202792 3240026 37234 DUPLICACAO
9 5051796 5177690 125894 DELECAO
9 29399118 29413997 14879 DELECAO
9 30698315 30726606 28291 DELECAO
15 44870278 44942116 71838 COMPLEXA
18 13328574 13397206 68632 DUPLICACAO
19 23956716 23987626 30910 COMPLEXA
26 23374431 23408689 34258 COMPLEXA

No conjunto CNVR_ANI foram detectadas 240 CNV oriundas de dados de

painéis de SNP e 77.582 oriundas de dados de sequenciamento. Apos a

sobreposicdo das CNV oriundas dos dados de painéis de SNP e de

sequenciamento, foram identificadas 45 CNVR em 21 cromossomos, de tamanho
médio de 97.931 bp (variando de 12.003 bp a 355.151 bp, com mediana igual a
53.140 bp e SD equivalente a 96.949,66 bp), somando 4.406.887 bp, sendo 23

CNVR compostas apenas por eventos de delecido e 22 CNVR apenas por

duplicacéo (Tabela 3).

Tabela 3. Cromossomo, posicao inicial e final, tamanho em pares de base (bp) e tipo
do conjunto de CNVR de alta confianga (CNVR_ANIMAL)

Cromossomo  Posigao inicial Posicao final Tamanho (bp) Tipo
1 18360408 18384034 23626 DUPLICACAO
1 130963070 130991359 28289 DUPLICACAO
2 123765001 123851299 86298 DELECAO
2 719378 745361 25983 DUPLICACAO
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Apos a sobreposicdo das CNV contiguas e continuas dos conjuntos
CNVR_POP e CNVR_ANI, o conjunto resultante consistiu em 48 CNVR unicas e de

alta confianga (Apéndice D) (Figura 4) que foram utilizadas para analise funcional.

Sete CNVR (70% do conjunto CNVR_POP) foram encontradas em comum entre
CNVR_POP e CNVR_ANI.
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Figura 4. Distribuicdo de regides de variacdo do numero de copia (CNVR) unicas e
de alta confianga no genoma bovino. Estdo representados os conjuntos
CNVR_ANI (ANI), CNVR_POP (POP) e CNVR presentes nos dois
conjuntos (AMBOS). Apenas os cromossomos com CNVR estédo
representados

3.6 Analise Funcional

De acordo com o RefSeq Genes e o Gene Cards, 69 genes e dois
pseudogenes foram anotados em 31 CNVR unicas e de alta confianga (64,58%)
(Apéndice E). Dentre esses, foram encontrados 21 genes e dois pseudogenes
pertencentes a familia de receptores olfativos (ex: OR2L13, OR2L2, OR1P1) nas
CNVR14 (BTA7: 9455783-9693750), CNVR16 (BTA7:10055082-10135500),
CNVR17 (BTA7:41582849-41938000), CNVR34 (BTA15:44870278-44942116),
CNVR40 (BTA19:23956716-23987626), CNVR46 (BTA28:123251-413750). Trés
genes das proteinas de ligagdo de guanilato (GBP - “guanylate binding proteins”)
(GBP2, GBP4, GBP6) foram encontrados na CNVR8 (BTA3:54329751-54851188),
as GBP participam da imunidade inata contra diversos patdgenos intracelulares
(Praefcke, 2018). Outros seis genes relacionados a imunidade (HERC2, CLEC5A,
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SIRPB1, BANP, BLA-DQB, ENSBTAG00000037605 ou DQA1) foram encontrados
nas CNVR3 (BTA2:719378-745361), CNVR10 (BTA4:105218001-105292500),
CNVR32 (BTA13:53461848-53511604), CNVR37 (BTA18:13328574-13397500) e
CNVR44 (BTA23:25679501-25705975). As CNVR sobrepuseram regides exdnicas
em todos os genes e pseudogenes encontrados. As regides em que houveram
apenas eventos de delegcdo se sobrepuseram a um pseudogene e 27 genes
(39,43%), regides que houveram apenas duplicagdo se sobrepuseram a 28 (39,43%)
genes, e regides complexas se sobrepuseram a um pseudogene e 14 genes
(21,13%).

Em 14 CNVR (29,17%) unicas e de alta confianga foram encontrados 156
QTL, em que 44 QTL foram significativamente associados (p<0,05) a caracteristicas
de producao (29,54%), reprodugdo (22,73%), conformagédo (18,18%), sanidade
(13,64%), leite (13,63%), carne e carcacga (2,27%) (Apéndice E). A maioria dos QTL
(52,27%) se sobrepds a regides em que houve apenas eventos de duplicagao,
43,18% dos QTL se sobrepuseram a regides em que ocorreram eventos de delegao
e 4,54% a regides complexas.

Na analise de enriquecimento génico de termos GO significativos (FDR<0,05),
na categoria Processos Biolégicos foi encontrado o termo detecgdo de estimulos
(G0O:0051606) e na categoria Fungdes Moleculares foi encontrado o termo atividade
do receptor olfativo (GO:0004984). Os dois termos encontrados foram relacionados
a cinco genes (OR1P1, OR5D18K, OR2L13, OR2T22, OR2M16). Nenhum termo
significativamente enriquecido (FDR>0,05) foi encontrado para a categoria
Componentes Celulares. Na analise de enriquecimento de vias biolégicas preditas
pelo banco de dados KEGG néo foi encontrado nenhuma via significativamente
enriquecida (FDR>0,05).

Na andlise de enriquecimento de termos MeSH significativos (p-
ajustado<0,05), foi encontrado um termo na categoria Anatomia, trés termos na
categoria Fendmenos e Processos, e 13 na categoria Quimicos e Drogas. Esses
termos foram relacionados a pelos menos um dos genes BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605 (DQA1) e GBP4 (Apéndice F). Nenhum termo
significativamente enriquecido (p-ajustado>0,05) foi encontrado na categoria

Doencas.
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4 DISCUSSAO

Apos o controle de qualidade, dados de sequenciamento do genoma
completo de 38 touros Gir Leiteiro representativos da populagédo foram alinhados e
as posicoes de painéis de SNP de alta densidade de amostras de 545 animais Gir
Leiteiro foram baseadas no genoma referéncia ARS-UCD1.2. O total de 547 animais
foram utilizados neste estudo, dentre esses, 36 possuiam informagdao de
sequenciamento e de painel de SNP disponivel. As CNV foram detectadas por essas
técnicas moleculares e por diferentes metodologias de detecgdo. A partir da
combinagdo de resultados, foram utilizados dois métodos in silico para a
identificacdo de CNVR de alta confiabilidade, relativos aos individuos e a populacao
estudada, em que se obteve 45 e dez CNVR de alta confiabilidade, que cobrem 4,4
Mb e 1,05 Mb, respectivamente. A analise funcional das regides cobertas por CNVR
revelou genes relacionados a caracteristicas de interesse para a cadeia produtiva
leiteira.

Nas CNV identificadas nos mesmos animais, mas a partir de diferentes
fontes. de dados, foram encontradas 325 vezes mais CNV oriundas dos dados de
sequenciamento do que aquelas oriundas de painéis de SNP. Em bovinos, Butty et
al. (2020) e Zhan et al. (2011) também encontraram diferengcas no numero de CNV
detectadas entre os resultados de painéis de SNP e de sequenciamento. Isso
ocorre, pois, essas técnicas moleculares diferem em suas capacidades de detecgao
e de resolucdo de pontos de quebras de CNV. Certas CNV que sao detectadas
apenas a partir de dados de sequenciamento, podem ser verdadeiras, entretanto
sd0 pouco provaveis ou impossiveis de serem detectadas por painéis de SNP de
alta densidade (Rafter et al., 2020), devido a quantidade e distribuicdo (Wang et al.,
2007), e a posigao pré-estabelecida de marcadores (Klambauer et al., 2012).

Os parametros utilizados nos programas de detec¢cdo de CNV e a estratégia
para identificar conjuntos de CNVR de alta confiabilidade (CNVR_POP e
CNVR_ANI) podem ter diminuido o numero de CNVR identificadas. Entretanto, o
foco deste trabalho foi a qualidade em termos de confiabilidade na detecgao. As
CNV podem ser parcialmente validadas quando a mesma regido de variagéo é

detectada com o uso do sequenciamento e dados de painéis de SNP (Butty et al.,
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2020). Devido as chamadas de falso-positivas inerentes as metodologias de
deteccdo de CNV e as limitagdes da validagdo experimental dessas em um grande
numero de animais, a combinacdo de diferentes técnicas moleculares e
metodologias pode oferecer identificagdo de SV com alta confianga (Zhan et al.,
2011). A acuracia da detecgao de CNV e da definicdo de pontos de quebra pode ser
aumentada pela utilizacdo do sequenciamento de leituras longas (Couldrey et al.,
2017). No entanto, o alto custo e o baixo rendimento dessa tecnologia de
sequenciamento pode limitar seu uso em larga escala (Kosugi et al., 2019).

No conjunto CNVR_POP, além das CNV oriundas de dados de painéis de
SNP, foram utilizadas de forma combinada aquelas detectadas pelas metodologias
RD, SR e PE. A integragdo desses métodos pode auxiliar na diminuigdo da taxa de
falsos positivos durante a deteccdo de CNV, em comparagdo com a utilizagdo de
uma unica metodologia (Hu et al., 2020). Zhan et al (2011) relataram aumento da
acuracia na deteccao de CNV a partir da utilizacdo de dados de dados de painéis de
SNP e de sequenciamento, com mais de uma metodologia. A principal limitacdo da
metodologia RD é a determinacdo dos pontos de quebras das SV, que pode ser
superada pela utilizagdo das metodologias RP e SR (Zhao et al., 2013; Pirooznia et
al., 2015).

O conjunto CNVR_POP pode ser utilizado como critério de escolha de CNV a
serem validadas na populacdo. Ademais de serem confiaveis, essas CNVR podem
ser consideradas como polimorfismos no numero de coépia, pois estdo presentes em
mais de 1% da populagéo estudada. Para validar as CNV encontradas, as técnicas
moleculares de qPCR (PCR em tempo real) e FISH (Hibridizacdo in situ
Fluorescente) podem ser utilizadas (Bickhart et al., 2012). Entretanto, essas analises
demandam tempo, possuem custo elevado e necessitam de quantidade suficiente
de material bioldgico.

O conjunto CNVR_ANI foi definido para detectar CNVR de alta confianca
presentes nos touros representativos e que, por isso, podem estar presentes na
populacdo de animais Gir Leiteiro. Esse conjunto foi obtido pela verificagdo entre as
CNV encontradas a partir de dados de painéis de SNP e por meio da metodologia
RD nos dados de sequenciamento, em que a detecgdo de CNV foi realizada por

amostra. Essas metodologias utilizam formas semelhantes de detecgdo, a
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quantidade de DNA presente em determinada regido é utilizada para, de forma
indireta, identificar CNV em cada amostra (Butty et al., 2020). Na metodologia RD,
nos dados de sequéncia, isso € medido indiretamente pela cobertura de cada
segmento (Abyzov et al., 2011). Nos painéis de SNP, a intensidade de sinal de
fluorescéncia para cada sonda no momento da genotipagem também reflete a
quantidade de DNA (Wang et al., 2007). Em bovinos, Zhan et al (2011) e Butty et al.
(2020) também utilizaram dados de painéis de SNP e de sequenciamento para
aumentar a acuracia na detecgao de CNV.

Dentre as CNVR unicas e de alta confianca, CNVR foram encontradas
adjacentes as extremidade dos cromossomos, outros estudos também encontraram
CNVR préximas ou localizadas em regides teloméricas em bovinos (Hou et al.,
2012b; Butty et al., 2020; Sasaki et al., 2021). Duplicagbes segmentares s&o
consideradas regides “hotspots” para CNV, essas sao encontradas em regides
teloméricas e subtelomérica (Liu et al., 2009). As CNV e CNVR encontradas neste
estudo estabelecem a base para futuras pesquisas com SV em zebuino, essas
podem auxiliar no desenvolvimento de painéis de genotipagem para o Gir leiteiro,
pela escolha de SNP que estejam sobrepostos as CNVR. Além do mais, a utilizagao
de CNV na escolha de touros para o teste de progénie e a inclusdo de CNVR na
avaliagdo gendémica pode provocar aumento no ganho genético e deve ser
verificada.

Analises adicionais s&0 necessarias para investigar a relagdo entre CNVR e
caracteristicas economicamente importantes. Alguns dos genes encontrados nas
CNVR unicas e de alta confiangca foram previamente relacionados a caracteristicas
reprodutivas e de sanidade. As CNVR presentes nos genes FILIP1 (Filamin A
Interacting Protein 1) e SENP6 (SUMO Specific Peptidase 6) foram associados ao
numero de progénies por gestacdo em ovelhas (Salehian-Dehkordi et al., 2021). Os
genes FILIP1, SENP6, CA5A (Carbonic anhydrase 5A) e BANP (BTG3 Associated
Nuclear Protein) foram relacionados a caracteristica de longevidade em bovinos da
raca Holandesa (Zhang et al., 2021). Em ovelhas, o gene SENP6 foi relacionado a
mortalidade embrionéaria (Pokharel et al., 2020) e HERC2 (HECT And RLD Domain
Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 2) foi associado a resisténcia a parasitas
gastrointestinais (Al Kalaldeh et al., 2019).
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Na CNVR37 foi mapeado o gene CA5A. As enzimas anidrases carbOnicas
catalisam a converséo reversivel de dioxido de carbono em bicarbonato, liberando
prétons e também auxiliam no transporte dessas moléculas por meio de membranas
bioldgicas (Hassan et al., 2013). Em bovinos, o gene CA5A foi encontrado presente
em regidoes de assinatura de selecdo e pode estar relacionado a adaptagdo ao
ambiente em ragas iraquianas (Alshawi et al., 2019). Esse gene também foi
relacionado a mecanismos reprodutivos em ovelhas (Hernandez-Montiel et al., 2019;
Pokharel et al., 2020). Na CNVR46 foi mapeado o gene RHOU (ras homolog family
member U), sendo que esse gene codifica uma proteina da familia RHO de
GTPases (guanina trifosfatases), que regula processos fundamentais para o
desenvolvimento da glandula mamaria (Bray et al., 2011).

Os genes das proteinas de ligagdo de guanilato (GBP) GBP2, GBP4, GBP6
foram encontrados nas CNVR8. GBP sao importantes na eliminagdo de parasitas
intracelulares, que é mediada pelo IFN-y (interferon-y) durante a resposta imune
inata (Sasai et al., 2018). Park et al. (2016) relataram que o gene GBP6 possui papel
importante na resposta imunolégica contra Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis em bovinos, sugerindo que esse gene pode atuar na morte
intracelular desse patégeno. Cao et al. (2018) encontraram uma regido de
polimorfismo no numero de copias de natureza complexa presente no gene GBP4,
que foi negativamente associada a estatura em bovinos de ragas chinesas. Hou et
al. (2012b) encontraram CNV nos genes da familia GBP (GBP2, GBP4, GBP5 e
GBP7) associadas a consumo alimentar residual em vacas Holandesas. Em adigao,
Ghoreishifar et al. (2020) em um estudo com gado suico, encontraram regides de
assinaturas de selegao sobrepostas aos genes GBP2, GBP4, GBP6.

Na CNVR44 foram encontrados os genes BLA-DQB (MHC class Il antigen)
(DQB1, ENSBTAG00000019588) e ENSBTAG00000037605 (DQA1) pertencentes a
regiao de complexo principal de histocompatibilidade bovina (MHC) classe Il. Termos
MeSH relacionados a sistema imunoldgico e a duplicagdo génica foram enriquecidos
nestes dois genes. Moléculas da classe |l sdo expressas em células que apresentam
epitopos de antigenos, como as células dendriticas, aos linfécitos T CD4+ que
ativam macréfagos e linfocitos B provocando resposta inflamatoéria e producéao de
anticorpos, respectivamente (Behl et al., 2012). O ENSBTAG00000037605 (DQAT)



51

foi associado a carga pré viral na infecgéo pelo virus da leucemia bovina. Essa carga
pode ser considerada como indice de diagnostico para a determinagcdo da
progressao e risco de transmissédo dessa doencga (Takeshima et al., 2019).

Dentre os genes encontrados, 30,43% pertencem a familia olfativa e esses
foram encontrados nas CNVR14, 17, 18 e 34 em que ocorreram eventos de delecao
ou eventos complexos. Ainda, dois termos GO foram enriquecidos. A expressao e
regulacdo dos genes dos receptores olfativos (OR) esta relacionada a recepgao de
informacdes sobre o meio ambiente e a comunicagdo e comportamento entre
bovinos pelo sentido do olfato, por meio de feroménios (Samuel and Dinka, 2020).
Genes da familia de OR possuem papel evolutivo e estdo sob pressao seletiva em
animais (Bickhart and Liu, 2014). Varia¢gdes gendmicas no genes olfativos, tais como
SNP e CNV, estdo associados a estresse em humanos (Melroy-Greif et al., 2017) e
afeccbes no casco em bovinos de raga Holandesa (Butty et al., 2021),
respectivamente. CNVR que englobam genes de OR também foram encontradas em

outros estudos com bovinos (Butty et al., 2020).

5 CONCLUSAO

Nossos resultados abrangem a identificagdo e caracterizagcdo de 48 CNVR de
alta confianca no genoma de bovinos Gir Leiteiro, relativas aos individuos e a
populacao estudada. Isso contribui para a elaboracdo de um mapa de SV na raca
Gir e para o melhor entendimento do genoma dos zebuinos. As CNVR identificadas
neste estudo podem afetar potencialmente genes que estdo envolvidos no processo
evolutivo e no controle fenotipico de caracteristica de interesse para a cadeia
produtiva leiteira, como imunidade, lactagdo, reproducdo, reconhecimento de

estimulos e sanidade.
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Apéndice A. Graficos de numero de eventos de CNV detectados por animal pelo
programa PennCNV
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Apéndice B. Sinal de “Read Depth” (RD), numero de eventos de CNV, de delegdes e
de duplicacbes de amostras que foram excluidas apds a etapa de detecgao pelo
CNVnator

Amostra* Sinal RD Numero de Numero de Numero de
eventos delecgdes duplicacdes

39 (1258) 3,2 14.649 3.973 10.676

40 (1501) 2,5 8.186 1.000 7.186

41 (721) 2,2 13.114 2.124 10.990

42 (754) 1,9 8.927 4.279 4.648

43 (831) 3,6 7.389 2.737 4.652

*Numero entre parénteses corresponde a identificagdo original das amostras.



61

Apéndice C. Estatisticas de alinhamento (pares de leituras mapeados ao genoma,
pares de leitura mapeados ao mesmo cromossomo € fracdo de pares mapeados ao
mesmo cromossomo (%) calculadas pelo programa Alfred opgéo qc

Amostra*® Pares de leituras Pares mapeados Fracao de pares
mapeados ao mesmo mapeados ao
Cromossomo mesmo

cromossomo (%)

39 (1258) 154663600 143874037 92,7
40 (1501) 156291209 117619247 75
41 (721) 177981383 128139404 71,8
42 (754) 172792124 144119506 83.2
43 (831) 162124231 151696186 93,2

*Numero entre parénteses corresponde a identificacdo original das amostras.
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Apéndice D. Identificacdo (CNVR), Cromossomo (BTA), posicao inicial e final, tamanho em pares de base (bp), classificagao do
tipo de CNVR e numero de individuos identificados nas CNVR dos conjuntos CNVR_POP e CNVR_ANI das CNVR unicas e de alta

confianca
Posicao Posicao final Tamanho Tipo Tipo Amostras Amostras
CNVR BTA
inicial (bp) (bp) (bp) CNVR_POP CNVR_ANI CNVR_POP* CNVR_ANI

CNVR1 1 18360408 18384034 23626 - DUPLICACAO - 5

CNVR2 1 130963070 130991359 28289 - DUPLICACAO - 1

CNVR3 2 719378 745361 25983 - DUPLICACAO - 2

CNVR4 2 117790751 117904500 113749 - DUPLICACAO - 2

CNVR5 2 123735242 123851299 116057 DELECAO DELECAO 51 (9,32%) 3

CNVRG6 2 134624266 134933500 309234 - DUPLICACAO 2

CNVR7 3 20917796 20944085 26289 - DUPLICACAO 1

CNVR8 3 54329751 54851188 o21437 COMPLEXA DELECAO 165 ]

(33,82%)

CNVR9 4 82698947 82728750 29803 - DUPLICACAO - 10
CNVR10 4 105218001 105292500 74499 - DUPLICACAO - 1
CNVR11 5 7733251 7765707 32456 - DELECAO - 1
CNVR12 6 3202792 3240026 37234  DUPLICACAO - 28 (5,12%) -
CNVR13 6 11393501 11436703 43202 - DELECAO 3
CNVR14 7 9455783 9693750 237967 - DELECAO - 2
CNVR15 7 9739213 9793250 54037 - DELECAO - 4
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CNVR16
CNVR17
CNVR18
CNVR19
CNVR20
CNVR21
CNVR22
CNVR23
CNVR24
CNVR25
CNVR26
CNVR27
CNVR28
CNVR29
CNVR30
CNVR31
CNVR32
CNVR33
CNVR34

7

© © © © N

10055082
41582849
5051796
15095199
29399118
30698315
26400251
83535731
167702
59242099
70538501
71187501
71334251
71894273
2199336
12487232
53461848
79478001
44870278

10135500
41938000
5177690
15271750
29413997
30726606
26444703
83559396
262500
59433070
70738500
71259000
71418750
71953261
2238554
12761250
53511604
79499712
44942116

80418
355151
125894
176551

14879

28291

44452

23665

94798
190971
199999

71499

84499

58988

39218
274018

49756

21711

71838

DELECAO
DELECAO
DELECAO

COMPLEXA

DELECAO
DELECAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DELECAO
DUPLICACAO
DUPLICACAO
DELECAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO

32 (5,85%)

72 (13,16%)
40 (73,13%)

68 (12,43%)

12
13

= N WODN = N A A ~ 1

-~ R 3
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CNVR35
CNVR36
CNVR37
CNVR38
CNVR39
CNVR40
CNVR41
CNVR42
CNVR43
CNVR44
CNVR45
CNVR46
CNVR47
CNVR48

16
17
18
18
18
19
20
20
21
23
26
28
28
28

32607925
26898751
13328574
58916664
64384251
23956716
3549957
57454844
58680616
25679501
23374431
123251
627488
6398983

32655581
26929822
13397500
59054123
64406577
23987626
3609244
57467750
58696778
25705975
23408689
413750
934000
6451134

47656
31071
68926
137459
22326
30910
59287
12906
16162
26474
34258
290499
306512
52151

DELECAO
DELECAO

DUPLICACAO DUPLICACAO

COMPLEXA
COMPLEXA

DUPLICACAO
DUPLICACAO
DELECAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DUPLICACAO
DELECAO
DUPLICACAO
DUPLICACAO

98 (17,91%)

39 (7,13%)
36 (6,58%)

11

N =

= a0 W, W -

* Frequéncia relativa representada entre parénteses
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Apéndice E. Identificacdo (CNVR), genes e pseudogenes encontrados (Genes e
pseudogenes) e tipo QTL e caracteristicas significativamente associadas (p<0,05) a
esse QTL das CNVR unicas e de alta confianca

CNVR Genes e pseudogenes Tipo de QTL e caracteristica
associada*
HERC2 -
ENSBTAG00000049805, -
4 TRIP12
5 - -
ACTLS Producéo (66904) - Ganho de
6 peso; Leite (125440) - Persisténcia
da Lactacgao
7 MGC134040 -
ENSBTAG00000002416, Reproducao (181182, 181446) -
GBP4, Taxa de concepc¢ao, Inseminacoes
8 ENSBTAG00000024272, por concepgao
GBP6,
ENSBTAG00000038233,
GBP2, U2
ENSBTAG00000002859, -
? ENSBTAG00000055254
10 CLECb5A, TAS2R38, MGAM -
11 - -
12 - -
13 - -
ORT7A95, -
ENSBTAG000000507589,
1 OR7A78, OR7A99, OR7A97,
ENSBTAG00000054398
15 ENSBTAG00000047589 -

16 OR7A112 -



Apéndice E. Continuagao

66

17

18

19

20
21

22

23

24
25
26
27

28

29

OR2M16, OR2L13, OR2AJ9,
OR2T22, OR2AJ10P
(pseudogene), OR2L2C,
OR2L2B, OR2L2, OR2L3C
FILIP1, SENPS,
ENSBTAG00000032382

ENSBTAG00000016794, U6,
ENSBTAG00000054517

ENSBTAG00000046041
ENSBTAG00000049836
ENSBTAG00000026070

ENSBTAG00000052990

Leite (64049, 64050) - Conteudo

de riboflavina no leite

Saude (167889) - Susceptibilidade

a tuberculose bovina

Producgao (45767, 45772, 45775,
45780) — Profundidade corporal,
PTA Tipo, Mérito Liquido, Largura
da garupa; Reprodugao (45768,
45781) -Facilidade de parto como
caracteristica da mae, Facilidade
de parto; Conformagéao (45769,
45770, 45773, 45778, 45782,
45783) - Angulo do casco,
Conformacao de pés e pernas,
Insercao do ubere, Posicdo das
pernas - vista por tras, Estatura,

Forca

Saude (211939) - susceptibilidade
a M. paratuberculosis
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30

31

32

33

34

35

36
37

38

39
40

41

42

43

44

ENSBTAG00000054174
ECHDCS3, USP6NL

SIRPB1,
ENSBTAG00000054594
OR10AB6, OR10AB2,
ORbPI0P (pseudogene),
OR5P1C, OR5P76B
ENSBTAG00000044066
CAb5A, BANP
ENSBTAG00000015899,
ENSBTAG00000052265,
ENSBTAG00000054310

ENSBTAG00000050946
OR1P1, U6

ENSBTAG00000031834

BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
(DQA1)

Carne e Carcacga (36961) —

Rendimento de carne magra

Produgao (123784, 123053,
123250, 123656, 122886, 122887,
123291) — Duracéo da vida
produtiva; Reproducao (147014,
147022) — Facilidade de parto
como caracteristica da mae,

Facilidade de parto

Reproducao (139139) —
circunferéncia escrotal; Leite
(158256) — Tempo de ordenha
Saude (179855, 179913) - Cetose
Conformacéo (125875, 125954 ) —
Conformacéao de pés e pernas,
Qualidade 6ssea
Saude (153931) — Susceptibilidade

ao virus da leucemia bovina
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45 WBP1L -
46 OR5AS1, OR5D18K, OR5L20 -
RHOU Saude (179050) - Susceptibilidade
a tuberculose bovina; Reproducao
(53666, 53667, 53673) —
47 Facilidade de parto como
caracteristica da mée, Natimortos
como caracteristica da mae,
Facilidade de parto; Produgéao
(53670) — Mérito Liquido
- Leite (173141, 173244) —
48 Conteudo de lactose do leite,

Espectro infravermelho médio do

leite

*Numero entre parénteses corresponde a identificacdo do QTL.
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Apéndice F. Identificagdo, descricdo, numero de genes (numero) e genes
relacionados aos termos MeSH significativamente enriquecidos (p-ajustado<0,05)
Identificacao Descricao Numero Genes
Anatomia
D015496 Linfocitos T CD4+ 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
Fenémenos e Processos
D017951 Apresentagao do antigeno 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
D020131 Genes duplicados 1 BLA-DQB
D056915 Variagdes do numero de 1 GBP4
copias do DNA
Quimicos e Drogas
D000953 Antigenos de protozoarios 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
D006683 Antigenos HLA-DQ 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
D018122 Antigeno B7-1 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
D001425 Proteinas bacterianas da 2 BLA-DQB,
membrana externa ENSBTAG00000037605
D051940 Antigeno B7-2 2 BLA-DQB,
ENSBTAG00000037605
D000949 Antigenos de 2 BLA-DQB,
histocompatibilidade classe I ENSBTAG00000037605
D059866 Cadeias beta HLA-DQ 1 BLA-DQB
D059848 Cadeias alfa HLA-DQ 1 ENSBTAG00000037605
D006684 Antigenos HLA-DR 1 BLA-DQB
D021382 Sinais de classificagao de 1 BLA-DQB
proteinas
D000939 Epitopos 1 BLA-DQB
D000911 Anticorpos Monoclonais 1 BLA-DQB
D019204 Proteinas de ligacdo GTP 1 GBP4




