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CARACTERIZACAO DE VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS (CNV) NO
GENE HMGA2 ASSOCIADO COM TAMANHO DE PREPUCIO EM BOVINOS
NELORE (BOS INDICUS)

RESUMO - O gene High Mobility Group AT-hook2 (HMGAZ2) apresentou
fortes evidéncias de estar associado com o tamanho de umbigo em bovinos da
raca Nelore através das analises de associacdo gendmica ampla (GWAS).
Diversos relatos de associacdo desse gene a fenotipos do ambito da morfologia
corporal existem para diferentes espécies, tais como altura em humanos, cées e
equinos, e tamanho da orelha em suinos. Descobertas recentes demonstraram
que o gene HMGA?2 estd associado avia metabdlica de grande importancia
fisiolégica e biolégica que tem como um dos principais fatores o PLAG1
(Pleomorphic adenoma genel), que estd associado ao fator de crescimento
semelhante a insulina 2 (IGF2), importante regulador do crescimento e da
reproducdo em bovinos. No presente trabalho, foi descrita a identificacdo e
caracterizacdo de variacdo no numero de coépias (CNV) cromossomo 5 do
cromossomo bovino, na regido do gene HMGA2 que apresenta associacdo a
caracteristica de tamanho de umbigo. Andlises da sequéncia completa do genoma
de individuos Bos taurus e Bos indicus foram empregadas para caracterizar o
CNV, sendo sua validagdo realizada através de PCR quantitativo (qPCR). Além
disso, os resultados foram comparados com dados de sequéncia de animais
africanos B. indicus evidenciando a origem zebuina do CNV.

Palavras-chave: Bovinos, HMGA2, CNV, Umbigo, Bos taurus, Bos indicus.



CHARACTERIZATION OF VARIATION IN THE NUMBER OF COPIES (CNV)
IN THE HMGA2 GENE ASSOCIATED TO NAVEL SIZE IN NELORE BOVINES
(BOS INDICUS)

ABSTRACT —The High Mobility Group AT-hook 2 (HMGAZ2) gene presented
strong evidence of being associated with navel size in Nellore cattle through
genome association analysis (GWAS). Several reports of association of this gene
with phenotypes in the scope of body morphology exist for different species, such
as height in humans, dogs and horses, and ear size in swine. Recent discoveries
have shown that the HMGAZ2 gene is associated with a metabolic pathway of great
physiological and biological importance that has as one of its main factors PLAG1
(Pleomorphic adenoma gene 1), which is associated with insulin-like growth factor
2 (IGF2), important regulator of growth and reproduction in cattle. In the present
work, the identification and characterization of copy number variation (CNV) on
chromosome 5 of the bovine chromosome in the region of the HMGA2 gene that
has association with the navel size trait was described. Genome sequence analysis
of Bos taurus and Bos indicus individuals was used to characterize the CNV, and
its validation was performed using quantitative PCR (qPCR). In addition, the results
were compared with sequence data from a African B.indicus animals evidencing

the indicine origin of the CNV.

Keywords: Bovine; CNV; Navel; Bos taurus; Bos indicus.
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CAPITULO 2-Association of a copy number variant with navel in Bos
indicus reinforces the relevance of the HMGA2-PLAG1-IGF2 pathway in cattle
breeding

Figure 1. HMGA2-PLAG1-IGF2 pathway scheme. Protein tertiary
structures displayed in this figure were build using SWISS-MODEL

Figure 2. Haplotype-based GWAS maps navel at yearling
associations to HMGAZ2. (a) Each point in the Manhattan plot corresponds
to a 6-markers long haplotype. The dashed horizontal line corresponds to
the Bonferroni threshold (p < 2.44 x 10®). (b) Distributions of dEBVs
according to number of copies of the leading haplotype. The HMGAZ2 locus

accounted for 2.04% of the variance in dEBVSs.

Figure 3. Discovery of a B. indicus specific CNV on HMGA2
affecting navel at yearling. (a) Relative fold increase in sequence coverage
of a segment of HMGAZ2 intron 3 correlates with TCCTCCAAC haplotype
counts in Nellore cattle. Each smoothed curve corresponds to sequence
coverage averaged across samples with same haplotype count. (b)
Inspection of the CNV region in additional European B. taurus and African
B. indicus (breeds reveals specificity of copy gains in B. indicus (marked
with *).

Figure 4. Navel at yearling associations with varying haplotype sizes
(1, 5 and 10 SNPs). Dashed horizontal lines correspond to the Bonferroni-

corrected significance levels.

Figure 5. Average probe intensity data from the BovineHD assay for
the HMGA2-CNVR segment (vertical dashed lines). Each curve
corresponds to average LRR values of samples with the same
TCCTCCAAC haplotype count. Points in the curves indicate positions of
SNP markers.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais
1. RESUMO

O Brasil possui o segundo maior rebanho efetivo do mundo, porém no qual
apenas 12% das fémeas em idade reprodutiva sdo inseminadas (ASBIA, 2016). Isso
faz com que o uso de touros na monta natural revista-se de grande importancia o
gue consequentemente implica na necessidade de atengcdo para com a sanidade
detouros reprodutores.

Em termos genéticos, 0s touros possuem grande importancia, especialmente
guando comparados com vacas, uma vez que sao capazes de deixar centenas de
descendentes no rebanho. Entre diversas caracteristicas a serem observadas na
funcionalidade de um touro, a ocorréncia de desordens fisicas na parte externa do
sistema reprodutivo masculino, especialmente no prepucio penduloso que é mais
susceptivel a injarias, trata-se daquela que pode levar a danos irreversiveis na
capacidade reprodutiva consequentemente ocasionando perdas econdmicas
significativas. Nesse sentido, nos processos de selecdo e melhoramento genético de
bovinos de corte, a caracteristica prepucio/umbigo € levada em consideracao por
tratar-se de fendtipo que apresenta alta herdabilidade (VIU, et al.,2002, BIGNARDI,et
al.,2011).

Atualmente, diversos programas de melhoramento genético da raca Nelore
utilizam avaliacdo visual conhecida genericamente como CPMU (Conformacao;
Precocidade; Musculatura e Umbigo), na qual se atribuem escores visuais
individuais de um a cinco para os fenoétipos: conformacao, precocidade, musculatura,
e umbigo (KOURY FILHO, 2005).

Entretanto, apesar de ser um dos fenétipos de maior importancia econémica
na raca, o tamanho de bainha prepucial para machos e o tamanho do umbigo para
fémeas é muitas vezes negligenciado.

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tém por finalidade analisar
variagbes na sequéncia de DNA gendmico, buscando associagbes com
caracteristicas fenotipicas definidas, permitindo a localizacdo da regido

cromossOmica e, eventualmente, dos genes envolvidos na expressao do fendtipo de



interesse, auxiliando na compreensdo dos mecanismos biolégicos e fisioldgicos
desses genes (KU et al., 2010).

A presenca de um QTL de alta significancia associado a caracteristica umbigo
identificado por GWAS foi encontrado na regido do cromossomo 5 bovino que
contém o gene HMGA2 (Porto-Neto et al., 2014) que recentemente foi relacionado
como fendtipo altura corporal em humanos (Weedon et al., 2007; Yang et al., 2010).

O principal objetivo da presente dissertacdo de mestrado foi de identificar a
variante causal para o fenotipo tamanho de umbigo de bovinos da raca Nelore
através do GWAS, e avancar na compreensdo e determinagcdo da variante causal
para essa caracteristica que possam auxiliar a selecdo genética principalmente de
reprodutores.

No Capitulo 2, descreve-se a identificacdo de uma regido candidata para o
fendtipo umbigo em bovinos, na qual esta localizado o gene HMGA2. Além disso,
atraveés das técnicas de analise de dados de sequéncia completa de DNA, GWAS e
gPCR, foi possivel determinar CNV no gene HMGA2 como provavel responsavel
pela determinacdo do fendtipo, bem como identificar via pleiotropica de grande

importancia.
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