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Impacto potencial desta pesquisa

Esta dissertacdo aborda regibes regulatorias do cromossomo 14 do genoma de
bovinos Nelore associadas com caracteristicas ponderais. Almeja-se que seus
resultados auxiliem a compreensdo da contribuicdo dessas regibes na variancia
explicada dos pesos ao nascimento, desmama e sobreano, assim como na
identificacdo de variantes para serem priorizadas em estudos de predicdo gendmica

nessas caracteristicas.

Potencial impact of this research

This research addresses regulatory regions of chromosome 14 of the genome of
Nellore cattle associated with weight traits. It is hoped that its results will help
understanding the contribution of these regions in the explained variance of weights at
birth, weaning and yearling, as well as identifying variants to be prioritized in genomic

prediction studies on these traits.
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PARAMETROS GENETICOS E IDENTIFICACAO DE REGIOES REGULATORIAS
PARA CARACTERISTICAS PONDERAIS EM BOVINOS NELORE

RESUMO - Caracteristicas ponderais tém sido amplamente usadas na selecao
de bovinos Nelore no Brasil, estando diretamente associadas com a produtividade e
lucratividade dos rebanhos. Estudos de associacao genémica ampla (GWAS) tem sido
utilizados para investigar variantes presentes no genoma bovino que estao associadas
a fenodtipos de interesse. Entretanto, devido algumas limitacdes do GWAS, a anotacéo
de classes funcionais para identificacdo de regifes candidatas pode ser usada para
aumentar o poder de deteccdo do GWAS. Considerando os poucos estudos de
classes funcionais associadas com caracteristicas ponderais na raca Nelore, 0s
objetivos deste estudo foram realizar GWAS para identificar regibes do cromossomo
14 associadas com caracteristicas ponderais de bovinos da raga Nelore, e verificar
quais classes funcionais explicam maior propor¢ao da variancia, buscando auxiliar o
processo de sele¢cdo em caracteristicas de crescimento. Para isso, foi empregado um
banco de dados de gendtipos e fenétipos para as caracteristicas peso ao hascimento
(PN), peso a desmama (PD) e peso ao sobreano (PS). Duas abordagens do GWAS
foram conduzidas, associacdo gendmica ampla em passo Unico ponderada
(WssGWAS) e outra com base na matriz genémica de parentesco (GRM) Unica para
cada classe funcional. As herdabilidades aditivas diretas obtidas para PN e PD foram
de moderada magnitude, sendo 0,24 e 0,20, respectivamente, e para PS foi de alta
magnitude, sendo 0,48. J& as herdabilidades materna obtidas foram de baixa
magnitude para PN (0,06) e PD (0,12). Os resultados mostram que existem variantes
associadas com as caracteristicas ponderais distribuidas por diversas regides do
cromossomo 14, reafirmando a importancia deste cromossomo na selecao destas
caracteristicas. Os genes CSMD3, PCMTD1, PLAG1 e STK3 estdo associados com
crescimento e desenvolvimento corporal. Os resultados das classes funcionais
demonstram a importancia de classes regulatérias e splice sites na proporcdo da
variancia capturada e explicada pelas variantes nessas classes. As analises das
classes funcionais complementam o GWAS, contribuindo para o entendimento da
atuacao das variantes nas caracteristicas ponderais da raca Nelore.

Palavras-chave: bovinos de corte, genes, peso corporal, polimorfismo de
nucleotideo Unico



GENETIC PARAMETERS AND IDENTIFICATION OF REGULATORY REGIONS
FOR WEIGHT TRAITS IN NELORE CATTLE

ABSTRACT - Weight traits have been widely used in the selection of Nellore
cattle in Brazil, being directly associated with herd productivity and profitability.
Genome-wide association studies (GWAS) have been used to investigate variants in
the bovine genome that are associated with target phenotypes. However, due to some
limitations of GWAS, functional classes annotation for identifying candidate regions
can be used to increase GWAS detection power. As few studies were published
regarding functional classes associated with weight traits in the Nellore cattle, the
objectives of this study were to perform GWAS to identify chromosome 14 regions
associated with weight traits in Nellore cattle, and to verify which functional classes
explain the greater proportion of variance, seeking to assist the selection process
on growth traits. For this, a database of genotypes and phenotypes was analyzed for
birth weight (BW), weaning weight (WW) and yearling weight (YW). Two GWAS
approaches were conducted, weighted single-step genome-wide association
(WssGWAS) and another based on the genomic relationship matrix (GRM) unique to
each functional class. The direct additive heritabilities obtained for BW and WW were
moderate (0.24 and 0.20, respectively) and for YW was high (0.48). The maternal
heritabilities obtained were of low magnitude for BW (0.06) and WW (0.12). The results
show that there are variants associated with weight traits distributed across different
regions of chromosome 14, reaffirming the importance of this chromosome in the
selection of these traits. The CSMD3, PCMTD1, PLAG1 and STK3 genes are
associated with growth and development. The results of the functional classes
demonstrate the importance of regulatory classes and splice sites in the proportion of
the variance captured and explained by the variants in these classes. The analyzes of
the functional classes complement the GWAS, contributing to the understanding of the
performance of the variants in the weight traits in Nelore cattle.

Keywords: beef cattle, body weight, genes, single nucleotide polymorphism



1. CAPITULO 1 - Consideracdes gerais
1.1lIntroducéo

A populacéo mundial atingiu aproximadamente 7,6 bilhdes de pessoas em 2021
(Dohlman et al., 2022). Se o ritmo de crescimento populacional for mantido estima-se
gue até 2031 alcance 8,5 bilhdes de pessoas. Estudos apontam que para atender as
futuras demandas de alimentos, a producdo agropecuéaria mundial devera aumentar
cerca de 60% até 2028 (Resilience, 2017). Para atingir a produtividade esperada e
atender as demandas futuras por carne bovina, é imprescindivel a aplicacdo de
pacotes tecnologicos mais eficientes, produtivos lucrativos e alinhados a
sustentabilidade.

Ha bastante tempo o melhoramento genético tem sido utilizado, principalmente
por meio da selecdo, por criadores de bovinos de corte e leite. Recentemente, o
desenvolvimento de processos estatisticos para a identificacdo de animais
melhoradores tornou disponivel aos produtores ferramentas para aumentar a
eficiéncia e lucratividade de seus rebanhos (Cardoso, 2009). As caracteristicas
ponderais, como peso corporal, estdo diretamente ligadas a producao dos rebanhos
e tem fundamental importancia na pecuaria de corte (Nieto et al., 2013).

Buscando incrementar a eficiéncia dos processos de selecdo, ferramentas
gendmicas tém sido implementadas nos programas de melhoramento genético
modernos. Com uso dessas ferramentas, € possivel selecionar animais mais jovens,
podendo até dobrar as taxas de ganho genético por ano em relagcdo aos métodos
tradicionais de selecdo (Blasco e Toro, 2014).

Estudos de GWAS possibilitam a realizacdo de analises de associacao
simultanea de SNPs e fendtipos e a identificacdo da proporcdo da variancia genética
explicada pelos SNPs, permitindo detectar regies do genoma que estao associadas
com caracteristicas de interesse (Visscher et al., 2012). No entanto, segundo Hill et
al. (2008) o poder de deteccdo de mutacdes causais € limitado uma vez que a
variancia gerada pela mutacdo depende do efeito e da frequéncia e assim, variantes
mais raras ainda que tenham efeitos importantes nas caracteristicas podem ser de

dificil detecc¢ao.



Anotar as variantes em classes funcionais de acordo com suas informacdes
bioldgicas tém sido uma das estratégias para ampliar o poder de deteccdo do GWAS
(Koufariotis et al., 2014), possibilitando maior precisdo na identificacdo de variantes
que explicam a variagdo genética. Dentre as classes funcionais, regides codificadoras
de proteina, pontos de cortes (Splice sites) e regides regulatorias devem ser
consideradas como boas candidatas para priorizacdo (Koufariotis et al., 2018). A
andlise de variantes dessas regides em caracteristicas ponderais pode auxiliar na
selecdo genbmica, aumentando os ganhos genéticos e facilitando o melhoramento

genético de bovinos da raca Nelore.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Estimar parametros genéticos e realizar estudos de associacdo gendmica
ampla para identificar regides do cromossomo 14 associadas com caracteristicas
ponderais de bovinos da raca Nelore, e verificar quais classes funcionais explicam

maior proporcao da variancia.

1.2.2 Objetivos especificos

i. Estimar parametros genéticos para as caracteristicas de peso ao nascimento,
peso a desmama e peso ao sobreano.

ii. Identificar a localizac&o das classes funcionais, definidas com base em SNPs
localizados em regides codificadoras e regulatorias do cromossomo 14 do genoma
bovino.

iii. Conduzir estudos de associacdo genbmica ampla considerando a
abordagem de associacdo gendmica ampla em passo Unico ponderada (WssGWAS)
e outra abordagem com base na matriz genémica de parentesco (GRM) Unica para
cada classe funcional, buscando identificar regides gendmicas que explicam maior

proporcao da variancia nas caracteristicas ponderais estudadas.



1.3 Revisao de literatura

O Brasil se encontra em crescente desenvolvimento agricola, sendo um dos
principais fornecedores mundiais de produtos de origem animal, e 0 maior exportador
de carne bovina do mundo em 2022 (Dohlman et al., 2022), movimentando cerca de
913,14 bilhdes de reais, em toda cadeia produtiva da pecuaria de corte, no ano de
2021 (ABIEC, 2022). Além disso, apresenta grande potencial de expansédo, em area
e producdo de carne bovina, sendo o pais com um dos maiores rebanhos comerciais
do mundo, com populacéo de aproximadamente 196,47 milhdes de cabecas, em 2021
(ABIEC, 2022). Entretanto, na maioria dos estados brasileiros, a pecuaria de corte se
caracteriza de baixo investimento tecnoldgico, tendo o gado zebuino (Bos taurus
indicus) como a principal sub-espécie do rebanho comercial.

Os zebuinos importados para o Brasil no final do século 19 e principio do século
20 constituem a maior parte do rebanho bovino brasileiro. Dentre estes, o Nelore,
criado como raga pura ou utilizado em cruzamentos é a principal raca do rebanho
comercial brasileiro. Este fato ocorre principalmente devido aos zebus possuirem boa
adaptabilidade ao clima tropical e maior resisténcia aos ecto-parasitas (Sousa et al.,
2012).

Ainda que o Brasil esteja presente no topo dos rankings mundiais de producéo
e exportacdo de carne bovina, para atender a demandas projetadas para 2031 pelo
USDA (Dohlman et al., 2022) faz-se necessério a intensificacdo de sistemas de
producdo de carne bovina, sendo vital otimizar o uso da terra e maximizar o
desempenho animal de forma consciente e atendendo as exigéncias do mercado
atual, como a priorizacdo do bem-estar animal, controle sanitario rigoroso e combate

as mudancas climéaticas.

1.3.1 Selecéo artificial para caracteristicas de crescimento

A selecdo de animais geneticamente superiores aumenta a frequéncia de
genes desejaveis e consequentemente modifica médias e frequéncias de fenétipos de
interesse nos rebanhos (Koury Filho et al., 2010), aumentando a produtividade e

lucratividade da producéo. Tradicionalmente, a selecdo de animais na bovinocultura



de corte é realizada com base nos fenotipos e em informacdes de parentesco
(Meuwissen et al., 2001). Desse modo a selecéo é eficaz na melhoria ou fixacdo de
caracteristicas de importancia produtiva e econémica (Euclides Filho, 1999).

A obtencao de dados de peso corporal em diferentes idades tem fundamental
importancia na pecuaria de corte (Nieto et al., 2013) e os pesos padronizados para
determinadas idades tem sido amplamente utilizados como critério de selecdo em
diversos programas de melhoramento genético, principalmente porque essas
caracteristicas apresentam capacidade de resposta a selecdo (Gunski et al., 2001,
Goncalves et al., 2011; Barbosa et al., 2017), além de serem de facil mensuracao e
de baixo custo para obtencao dos dados.

A herdabilidade do peso corporal € um parametro importante para estimar a
resposta da selecdo e predizer o valor genético dos animais (Gunski et al., 2001).
Dentre as caracteristicas ponderais estudadas, as mais utilizadas em analises e
programas de melhoramento genético sdo: peso ao nascimento, peso a desmama
(205 dias), peso ao sobreano (450 ou 550 dias). Essas caracteristicas sao
moderadamente herdaveis, apresentando progresso genético através de selecdo
direta e indireta (Grigoletto et al., 2019).

A utilizacdo do peso ao nascimento como critério de sele¢cdo tem como objetivo
reduzir ou eliminar partos distocicos (Nieto et al., 2013). Na literatura encontra-se com
mais frequéncia valores de estimativas de herdabilidade direta entre 0,17 a 0,27
(Kamei et al., 2017; Correia et al., 2020). O peso a desmama pode ser considerado
como um dos principais critérios de sele¢cdo das caracteristicas de crescimento
(Lindholm e Stonaker, 1957; Vesely e Robison, 1971) especialmente porque muitos
criadores dedicam-se exclusivamente a fase de cria e assim esse peso tem relacao
direta com o valor do produto. As estimativas de herdabilidade dos efeitos genéticos
diretos do peso a desmama na raca Nelore situam-se com mais frequéncia entre 0,17
e 0,32 (Pires et al., 2016; Kamei et al., 2017; Lopes et al., 2017). O sobreano €, em
geral, a ultima fase em que é economicamente viavel realizar a pesagem de uma
grande proporcdo do rebanho visando a sele¢cdo dos animais. Assim, 0 peso ao
sobreano é o mais proximo da reproducdo e abate (Nieto et al., 2013) e apresenta
estimativas de herdabilidade direta entre 0,21 e 0,61 (Lopes et al., 2017; Kamei et al.,
2017).



Os pesos ao nascimento e a desmama sdo determinados pelo potencial
genético do animal e por efeitos maternos. O efeito materno pode ser definido como
qualquer influéncia da mée no fenétipo do bezerro e reflete-se em diferencas no peso
ao nascimento e ganho de peso até a desmama, e podendo ser determinados
genética e ambientalmente. Assim, a mae contribui para o fendptipo do bezerro
transmitindo metade dos seus genes e por ambiente materno durante
desenvolvimento intrauterino, nascimento, amamentagcdo, defesa imunolégica e
habilidade materna (Muniz et al., 2005; Perotto 2008; Sarmento et al., 2011).

Em bovinos de corte, geralmente a habilidade materna € medida a partir do
desempenho pré-desmame, sendo a soma do potencial genético do animal para
ganhar peso e do potencial genético da matriz para cuidar do bezerro e produzir leite
(Silva, 2016). As estimativas de herdabilidade dos efeitos genéticos maternos do peso
ao nascimento na raca Nelore situam-se entre 0,08 e 0,09 (Lira et al., 2008;
Fernandes, 2022), e 0 peso a desmama apresenta estimativas de herdabilidade
materna entre 0,09 — 0,13 (Laureano et al., 2011; Barros et al., 2018; Evangelista et
al., 2020) na raca Nelore. Entretanto, observa-se na literatura antagonismo entre
efeitos genéticos direto e materno para caracteristicas de crescimento em bovinos de
corte, apresentando correlagcdes entre -0,28 e -0,37 para PN e entre -0,26 e -0,60 para
PD (Grigoletto et al., 2019; Toro et al., 2020; Pardo et al., 2020; Scholtz et al., 2022).
Ainda que essas correlagbes sejam negativas, a adicdo dos efeitos maternos na
selecdo resultaria em maior resposta econémica a selecdo de longo prazo do que a

selecédo baseada apenas em efeitos genéticos diretos (Eler et al., 1995).

1.3.2 Marcadores moleculares

Com a evolucdo da genética molecular, tornou-se possivel a obtencédo dos
genotipos dos animais, isto €, de informacdes sobre a variabilidade, identificagdo e
localizagdo de genes especificos, via marcadores moleculares. Marcadores
moleculares séo caracteristicas herdaveis presentes no DNA, sendo estas, alteracdes
na sequéncia de nucleotideos, denominados polimorfismos de DNA, onde cada

individuo apresenta um padréo unico (Dias-Salman et al., 2009). Dentre os diversos



tipos de marcadores moleculares, um dos mais conhecidos e utilizados € o do tipo
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP).

Os marcadores do tipo SNP evidenciam alteracdes elementares da molécula
de DNA, ou seja, mutacdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas
(Adenina, Citosina, Timina e Guanina), podendo ocorrer em regides codificadoras ou
com funcdo regulatoria, ou em espacos intergénicos, sem funcdo determinada
(Caetano, 2009).

O sequenciamento do genoma teve inicio em 1975 com metodologia descrita
por Sanger e Coulson (1975). No inicio do século XXI plataformas baseadas no
sequenciamento de nova geracao (Next-Generation Sequencing — NGS) passaram a
ser incorporadas no sequenciamento para substituir o método de Sanger, uma vez
qgue, o NGS, era mais eficiente e econdémico, sendo utilizado para sequenciamento do
genoma de animais domésticos de interesse econémico (Pereira et al., 2013).

Nos ultimos anos, chips de genotipagem de alta densidade de marcadores
SNP, como a lllumina BovineHD, com 777.000 SNPs, foram disponibilizados no
mercado, mudando drasticamente as préticas e técnicas de mapeamento do genoma,
gerando mapas extremamente informativos e, consequentemente, valores genémicos
com alta acuréacia de predicdo para algumas caracteristicas, proporcionando grandes
avancos para programas de melhoramento animal (Caetano, 2009; Pereira et al.,
2013).

Ainda que seja uma tecnologia cara para ser usada em larga escala na
producdo animal, os avancos tecnoldgicos no sequenciamento do DNA reduziram 0s
custos e 0 tempo necessario para o sequenciamento do genoma e facilitaram a
identificacdo de SNPs em segmentos de DNA, promovendo a identificacao e selecao
de alelos favoraveis para caracteristicas analisadas (Cruz et al., 2022), gerando novas

possibilidades para o melhoramento genético animal.
1.3.3QTLs e o cromossomo 14
Caracteristicas quantitativas sdo controladas por muitas variantes e genes,

resultando em complexas interagfes alélicas e ndo alélicas, e séo influenciadas pelo

ambiente (Regiano, 2004; Collard et al., 2005), compreender como as variantes



contribuem com a variabilidade fenotipica é fundamental para a selecdo dos animais
superiores. Regibes do genoma associadas a caracteristicas quantitativas, sao
chamadas de locus de caracteristicas quantitativas - QTL (Collard et al., 2005).

O mapeamento de QTLs é um método poderoso para identificar regides do
genoma associados com caracteristicas de interesse (Korte e Farlow, 2013). Esses
mapas permitem a dissecacdo das caracteristicas complexas, identificando
segmentos do cromossomo que contém genes determinantes (Coutinho et al., 2010).
Entretanto, existe um desafio em detectar variantes causais, devido ao fato de as
caracteristicas quantitativas apresentarem heranca poligénica e também devido ao
alto desequilibrio de ligacdo (Linkage Disequilibrium — LD) entre dado QTL e
marcadores adjacentes, o que leva a observacdo de pequenos efeitos para cada
marcador e perda de poder estatistico para considerar qualquer destes marcadores
como significativo na variacdo genética total (Hay e Roberts, 2018).

O cromossomo 14 (BTA14) vem adquirindo especial interesse na bovinocultura
de corte apdés diversos estudos relatarem presenca de QTLs para varias
caracteristicas inclusive caracteristicas de crescimento. A maioria dos QTLs foi
mapeada ha regido 15 Mb — 45 Mb do BTA14 e envolvem diversos genes identificados
(Wibowo et al., 2008; Hay e Roberts, 2018), inclusive na regido do centrdmero (Miyata
et al.,, 2007). Nesse cromossomo, estudos detectaram SNPs significantemente
associados com caracteristicas de carcaca, eficiéncia alimentar, peso corporal, e
outras caracteristicas de crescimento (Veneroni et al., 2010; Oliveira et al., 2014;
Bhuiyan et al.,, 2018; Hay e Roberts, 2018). Outros estudos encontraram 0 gene
PLAG1 no BTA14, o qual foi confirmado desempenhar um papel importante em
mudanc¢as recentes na estatura de bovinos (Boitard et al.,, 2016). Assim, o
cromossomo 14 é considerado de interesse nas associacdes do genoma e em

estudos de genes candidatos (Peters et al., 2012).
1.3.4 A importancia das classes funcionais nos estudos de GWAS
Os estudos de associacdo genbmica ampla (GWAS) tem como objetivo

detectar variantes em loci genémicos associados com caracteristicas complexas em

uma populagéo (Visscher et al., 2012). Nos estudos de GWAS, ha a suposigao de que



determinadas mutacdes causais, ou variantes causais, relacionadas ao fendtipo
estejam ligadas, ou seja, em LD com SNPs especificos (Menezes et al., 2013). LD é
a associacdo ndo aleatoria entre os alelos em diferentes loci, podendo ser criado por
mutacoes, derivas, selecdo e recombinacéo (Visscher et al., 2012). Desta forma, é
possivel realizar uma analise de associacdo simultanea dos SNPs com fendtipos e
identificar a proporgéo da variancia genética explicada pelos SNPs.

Para algumas caracteristicas, o0 GWAS pode encontrar uma arquitetura
genética simples, com poucos loci com grandes efeitos e, para outras caracteristicas,
pode encontrar uma arquitetura genética mais complexa, podendo ocorrer a presenca
de variantes raras com grandes efeitos no fenétipo, ou muitas variantes comuns com
pequenos efeitos (Korte e Farlow, 2013).

Em alguns estudos, o GWAS tem poder de deteccdo de mutagbes causais
limitado, além de, frequentemente, serem tendenciosas para mutacdes comuns, e
podem nédo detectar variantes mais raras com efeitos importantes nas caracteristicas
de interesse (Koufariotis et al., 2018). Uma estratégia para ampliar o poder de
deteccdo do GWAS tem sido filtrar o grande nimero de variantes em subconjuntos,
usando as informacg@es bioldgicas subjacentes para anotar as variantes em classes
funcionais (Koufariotis et al., 2014).

Existem classes podem ser priorizadas nas analises e entre elas destacam-se
as relacionadas a estrutura do gene, regides codificantes, regides regulatérias,
regioes intergenicas (Knight et al., 2011). SNPs localizados em regides codificantes
podem resultar na substituicdo de aminoacidos que alteram a estrutura e estabilidade
de proteinas, potencialmente mudando sua funcdo molecular (Farashi et al., 2019).
Conforme Koufariotis et al. (2018), variantes encontradas em Splice sites e regioes
regulatérias devem ser consideradas como boas candidatas de priorizacdo. Estudos
na genética humana demonstram importancia que regides regulatérias tem nas
caracteristicas, sendo altamente complexas com muitas interagfes que contribuem
para a expressao e regulacao de genes (Koufariotis et al., 2014).

Diversas classes demonstram efeitos regulatorios na expressao de genes
associados com fenétipos, dentre eles, elementos presentes dentro de introns, UTR’s
(regides néo traduzidas), microRNA (pequenos RNA nao codificantes), IncRNA (RNA

nao codificantes longos), upstream e downstream apresentam funcdes regulatérias



na expressao de genes (Koufariotis et al., 2014). Koufariotis et al. (2018), trabalhando
com a raca Holandesa encontraram que classes regulatorias, como IncRNA, miRNA
e TFBS capturaram boa parte da variancia e que synonymous e splice sites explicaram
maior variancia por SNP para caracteristicas de producdo e leite e fertilidade.
Segundo Liu et al. (2022), o crescimento e desenvolvimento do masculo esquelético
em bovinos de corte, caracteristica relacionada ao crescimento corporal, pode ser
afetada por uma variedade de fatores regulatérios. Embora a natureza desses fatores
regulatorios seja claramente epistatica, dado influirem na expressédo de outros genes,
sugerindo presenca de variancia nao aditiva, Hill et al. (2008) argumentam que
frequentemente perto de 100% da variancia detectada em funcéo dessas interacdes
epistéticas é de natureza aditiva.

Sendo assim, é mais provavel que estas abordagens alternativas do GWAS
permitam a identificacdo de regides candidatas que podem ser usadas de forma mais

acurada na selecao (Costa et al., 2015) para as caracteristicas desejadas.
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2. CAPITULO 2 — Parametros genéticos e identificacdo de regides regulatérias

para caracteristicas ponderais em bovinos Nelore

RESUMO - A raca Nelore tem fundamental importancia econémica na pecuaria
de corte brasileira. Caracteristicas ponderais geralmente séo utilizadas como critérios
de selecdo nos programas de melhoramento de Nelores. Estudos de associacéo
gendmica ampla (GWAS) com o uso de classes funcionais auxiliam na identificacéo
de regibes do genoma bovino associadas com caracteristicas ponderais. O objetivo
deste estudo foi realizar duas abordagens de GWAS, sendo uma de GWAS em passo
anico ponderada (WssGWAS) com base nos animais genotipados com chips de alta
densidade e outra abordagem com base na matriz genémica de parentesco (GRM)
Unica para cada classe funcional com base nos animais sequenciados, buscando
identificar regides genémicas no cromossomo 14 que explicam maior proporcédo da
variancia nas caracteristicas ponderais estudadas de bovinos da raca Nelore, Para
isso, um banco de dados de fendtipos, contendo 1.106.848 animais, e dois bancos de
dados de gendétipo, um formado com chips de alta densidade, e outro com formado
por informacdes de animais sequenciados, foram criados. As caracteristicas
consideradas foram peso ao nascimento (PN), peso a desmama (PD) e peso ao
sobreano (PS). As herdabilidades aditivas diretas obtidas para PN e PD foram de
moderada magnitude, sendo 0,24 e 0,20, respectivamente, e para PS foi de alta
magnitude, sendo 0,48. Ja as herdabilidades materna obtidas foram de baixa
magnitude para PN e PD, sendo 0,06 e 0,12, respectivamente. Os resultados
encontrados pelo WssGWAS demonstram que existem variantes associadas com as
caracteristicas ponderais distribuidas por diversas regides do cromossomo 14.
Janelas adjacentes de SNPs encontraram um total de 89 genes nas 3 caracteristicas.
Os genes CSMD3, PCMTD1, PLAG1 e STKS3, estdo associados com crescimento e
desenvolvimento corporal. As classes funcionais Non, 5SUTR e Splice explicaram
maior proporgao da variancia para PN, PD e PS, respectivamente. Os resultados das
classes funcionais demonstram a importancia de classes regulatérias e Splice sites
na proporcao da variancia capturada e explicada pelas variantes nessas classes.
Essas variantes devem ser consideradas em trabalhos futuros para entender as
associacdes dessa classe com caracteristicas ponderais na raca Nelore. Também sao
necessarios trabalhos futuros para verificar se o uso das classes funcionais pode
contribuir para aumentar a acuracia dos GEBV, além da sugestdo de validar os
resultados obtidos para o genoma bovino completo.

Palavras-chave: Bos indicus, classes funcionais, GWAS, variantes
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2.1. Introducéao

A raca Nelore utilizada como raca pura ou em cruzamentos tem fundamental
importancia econémica na pecuaria de corte brasileira e vem sendo selecionada em
programas de melhoramento genético ha mais de 50 anos (Euclides Filho, 2009). Um
dos principais objetivos de selecdo nessa raca € o aumento da velocidade de
crescimento desses animais e 0s pesos ajustados em idades padréo sao geralmente
utilizados como critérios de selecdo nos programas de melhoramento, devido estarem
correlacionados com caracteristicas reprodutivas e de abate. A obtencdo das
estimativas dos parametros genéticos para caracteristicas ponderais tem impacto na
definicao de estratégias para selecdo animal direta e indireta, sendo ainda a base para

as avaliacOes genéticas (Evangelista et al., 2020).

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tem sido empregado na
identificag8o de variantes genéticas associadas com as caracteristicas de interesse
(Marin-Garzén et al., 2021), possibilitando realizar analise de associacdo simultanea
dos SNPs com fendtipos e identificar a proporcdo da variancia genética explicada
pelos SNPs. Entretanto, o GWAS pode ter limitagcbes na deteccdo de mutacbes
causais, nado detectando variantes que podem ter efeitos importantes nas
caracteristicas de interesse (Koufariotis et al., 2018). Uma alternativa é combinar o
GWAS com ferramentas de anotacéo funcional, usando as informac¢des biolégicas das
variantes para anota-las em classes funcionais com o objetivo de auxiliar na deteccéo
do papel biolégico das variantes e dos genes candidatos e possibilitar maior precisao
na identificacdo de variantes que explicam a variacdo genética (Koufariotis et al.,
2018; Marin-Garzon et al.,, 2021). Além de utilizar essas variantes de classes
funcionais para aumentar as acuracias em predices gendmicas, melhorando o
progresso genético e permitindo aumentar a eficiéncia de painéis de SNPs quando
prioriza essas variantes identificadas. Dentre as classes funcionais, splice sites e
regides regulatérias devem ser consideradas para analises de classes funcionais
(Koufariotis et al., 2018).

Estudos de variancia explicada por variantes identificadas por classes

funcionais com o uso de GWAS podem ser encontradas na literatura para Bos taurus
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taurus (Koufariotis et al., 2018), que destacaram que as classes INCRNA, miRNA,
TFBS, synonymous e splice sites capturam boa parte da variancia, sendo a splice
sites a classe com maior variancia explicada por SNP para caracteristicas de producao
de leite e fertilidade, e Bos taurus coreanae (Bhuiyan et al., 2018), onde observaram
gue SNPs intragenicos contribuem mais para a variancia, sendo a classe synonymous
a que explica maior variancia por SNP para caracteristicas de carne e carcaca. Porém,
existem poucos estudos na literatura para identificacdo dessas variantes para
caracteristicas ponderais em Bos indicus, especificamente, a raca Nelore.

Dessa forma, o objetivo do estudo foi: i) estimar parametros genéticos para as
caracteristicas peso ao nascimento, peso a desmama e peso ao sobreano em
bovinos da ragas Nelore, e, ii) conduzir dois estudos de GWAS, com a abordagem de
associacdo genbmica ampla em passo Unico ponderada (WssGWAS) para
informacBes de genotipos e com uma abordagem, para dados de sequéncia, que
considera a matriz genémica de parentesco (GRM) Unica construida para cada classe
funcional priorizada e a matriz GRM conjunta que engloba varias classes funcionais,
no cromossomo 14. Com isso, espera-se que o0s resultados do emprego de diferentes
abordagens de GWAS para caracteristicas ponderais na raca Nelore, forneca bases
cientificas sobre a variancia explicada por variantes de regides codificantes e
regulatorias, localizadas no cromossomo 14 do genoma bovino, podendo auxiliar 0s

programas de melhoramento genético na selecéo destas caracteristicas.

2.2 Metodologia

2.2.1 Animais e fenotipos

O banco de dados dos fenétipos foi formado por um total de 1.106.848 animais,
registrados entre 1995 e 2019, provenientes do banco de dados do Programa de
Melhoramento Genético Alianga Nelore. Os animais foram criados em pastagens
tropicais, em 544 fazendas localizadas no Brasil e no Paraguai.

As caracteristicas consideradas no presente trabalho foram peso ao
nascimento (PN), peso a desmama (PD) medido por volta dos 7 meses de idade (205

dias), e peso ao sobreano (PS) medido por volta dos 18 meses de idade (550 dias).
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A estruturacédo do banco de dados foi realizada, inicialmente, no programa R,
versao 4.2.1. O banco de dados de fenétipos foi dividido em trés arquivos de dados,
sendo um para cada das caracteristicas analisadas. Os grupos contemporaneos (GC)
foram estabelecidos por fazenda, ano de nascimento, estacdo de nascimento, sexo,
data da desmama e grupo de manejo da desmama e sobreano. As estacOes de
nascimento foram definidas em: 1 = janeiro a marco, 2 = abril a junho, 3 = julho a
setembro, e 4 = outubro a dezembro. Com a finalidade de eliminar informacgdes
discrepantes (outliers), os pesos a desmama e sobreano corrigidos para os efeitos de
idade na medida (linear e quadratico) apos andlise por meio de modelo linear.
Registros de pesos ao nascimento, e de pesos na desmama e sobreano corrigidos
para idade de medida, que apresentavam desvio superior a 3,5 desvios padrao da
média do GC foram removidos, assim como grupos contemporaneos com menos de
10 animais. Também foram removidos os registros dos animais sem pais conhecidos.
Apoés aplicado o controle de qualidade dos dados, obteve-se 336.004 animais com
peso ao nascimento, 659.542 animais com peso a desmama e, 652.864 animais com
peso ao sobreano (Tabela 1).

O arquivo de pedigree inicial foi formado por 1.596.325 animais, de oito
geracdes. Apds a eliminacdo dos dados de pedigree dos animais sem dados
fenotipicos e que ndo fossem ancestrais de animais com fenétipos, foi gerado um novo
arquivo de pedigree com dados de 741.272 animais, dos quais 9.669 eram touros e
433.862 matrizes.

Tabela 1. Quantidade de animais, touros e matrizes no pedigree, numero de grupos
contemporaneos (GC), médias, desvio padrdo (DP), valores minimos
(MIN), maximos (MAX) e coeficiente de variagdo (CV) para as
caracteristicas de peso ao nascimento (PN), desmama (PD) e sobreano

(PS).
Animais Touros Matrizes GC Mediat DP! MIN' MAXt CV (%)
PN 336.004 5.772 197824 2835 31,97 4,11 18 48 12,88
PD 659.542 8.671 390.395 19.829 193,7 31,75 67 300 16,39
PS 652.864 8590 388.774 21.499 298,3 49,38 200 550 16,55

lquilogramas (kg).
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2.2.2 Dados de genotipos e controle de qualidade

Dois bancos de dados diferentes foram considerados a depender da
abordagem: um arquivo de gendtipos e um arquivo de informacdes de sequéncias.
Uma filtragem foi realizada para escolher os mesmos animais com informacao de
fendtipos e gendtipos nos dois conjuntos de dados, sendo 7.204, 15.541 e 14.732
animais para PN, PD e PS, respectivamente. Informagbes sobre painel de
genotipagem bem como sobre a plataforma de sequenciamento e imputacdo sao

detalhadas a seguir.

O arquivo de genoétipos continha aproximadamente 62.000 animais com
genodtipos imputados para painel de alta densidade. Os painéis de genotipagem
usados foram de alta densidade da lllumina 777k BovineHD e de média densidade
(35k SNPs) conforme detalhado em Fernandes Junior et al. (2021). O controle de
qualidade dos gendtipos foi realizado considerando SNPs localizados em
cromossomos autossémicos com GenCall score maior que 0,80, excluindo SNPs
localizados na mesma posicdo gendmica, com frequéncia do alelo menor (MAF)
menor que 0,05, call rate menor que 0,90 e teste de qui-quadrado para equilibrio de

Hardy-Weinberg (HWE) com p_value<107>.

Para o arquivo do sequenciamento, o total de 151 touros com contribui¢céo para
a diversidade genética da populacdo recente da raca Nelore no Brasil foram
selecionados para o sequenciamento, conforme metodologia descrita por Maiorano et
al. (2022). Ao todo, 52 touros foram sequenciados com o Illumina HiSeq X™ e os
outros 99 touros foram sequenciados com o /llumina NovaSeq™ (Fernandes Junior et
al., 2021). Os critérios usados para definir os 151 touros para representar a raca foram
baseados no grande numero de progénies presentes em uma amostra de 10.000
Nelores comerciais genotipados. Os critérios de sele¢do desses 151 touros, o controle
de qualidade dos SNPs e posterior imputacdo de genotipos para sequéncia estdo
detalhados em Fernandes Junior et al. (2021). Os 151 touros foram usados como
populacao referéncia para imputacédo de genotipos, resultando em arquivo contendo
informagbes de sequencias imputadas de aproximadamente 62.000 animais

(Fernandes Junior et al., 2021). Basicamente, os parametros de controle de qualidade
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aplicado apos a imputacao foram: quality by depth (QD) <2,0; Fisher Strand test (FS)
>60,0; mapping quality score (MQ) <40,0; ReadPos-RankSum <8,0; MQRank-Sum
<12,5 e SOR >3,0 (Fernandes Junior et al., 2021).

Os arquivos de sequéncia foram filtrados e alinhados com o genoma bovino de
referéncia mais recente, o ARS-UCDL1.2, resultando em 991.358 SNPs bialélicos
localizados no cromossomo 14. Os seguintes controles de qualidade foram aplicados
no programa plink v1.9 (Chang et al., 2015) para verificar a qualidade dos bancos de
dados de sequencias imputadas: call rate < 0,90 para as amostras, e call rate < 0,90
e P <107 no teste de HWE, para os SNPs e MAF > 0,01.

O banco de dados dos gendtipos foi utilizado para a estimacédo das variancias
fenotipicas e genéticas, anadlises de WssGWAS e para anotacdo dos genes e
mapeamento dos QTLs. J& o banco de dados do sequenciamento foi utilizado para a
anotacao das classes funcionais e estimacéo da variancia explicada pelas classes
funcionais pelo método GBLUP, com abordagem de maxima verossimilhanca restrita
(REML).

2.2.3 Estimativas de parametros genéticos

Para a obtencdo dos componentes de variancias, as analises foram conduzidas
com os programas da familia BLUPF90 (Misztal, 2002), incluindo registros de fenétipo
e pedigree. Primeiro, foi usado o programa RENUMF90 para renumerar os animais, e
criar os arquivos de fendtipos e pedigree no formato de entrada para os programas
posteriores. Em seguida o programa GIBBS2F90 foi usado para aplicacdo de

inferéncia bayesiana com o modelo descrito a seguir:
y=Xp + Za + Mmat + Pmpe + ¢

em que, y € vetor dos fendtipos, X é a matriz de incidéncia relacionando fenoétipos a
efeitos fixos, B é o vetor de efeitos fixos (GC e idade da méae) e covariaveis (idade do
animal na pesagem, linear e quadratica), Z € a matriz de incidéncia relacionando

animais aos fenotipos, a € o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos de cada animal,
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M é a matriz de incidéncia relacionando fenétipos aos efeitos aditivos maternos, mat
é o vetor de efeitos aditivos maternos, P € a matriz de incidéncia relacionando fenétipo
ao ambiente materno permanente, mpe € o vetor de efeitos permanentes maternos, e
€ € o vetor de residuos. Foi suposto que a~N(0,G), mat~N(0,M), mpe~N (0, P),

e~N(0,R), em que G=AdZ, M=Ac}, 4, P=log,e, R=10Z, e que:
y|B, «, mat, mpe, G, P, R~NN(XfS + Za + Mmat + Pmpe,R)

em que G=AdZ, M=Adgjy, P=lojy,., R=loZ, onde 67, 0ha, Oppe € 07
correspondem as variancias genética aditiva direta, materna, de ambiente permanente
materno e residual, respectivamente, A € a matriz dos numeradores dos coeficientes
de parentesco, e | € uma matriz identidade de ordem adequada. Para as variancias
foram utilizadas como prioris as distribuicées qui-quadrados escalonadas invertidas
com hiperparametros escolhidos para serem ndo informativas. Também para £ foi
utilizada uma priori ndo informativa. Possiveis correlacdes entre os efeitos genéticos

diretos e maternos nao foram consideradas.

Foram geradas 300.000 amostras das distribuicdes posteriores pelo algoritmo
do amostrador de Gibbs, sendo descartadas as 4.000 iniciais e coletada uma a cada
10 iteragOes, totalizando 29.600 amostras armazenadas para oS componentes de
variancia de cada caracteristica. As convergéncias das cadeias foram verificadas com
uso do pacote coda do R (Plummer et al., 2006), com gréaficos de tracos e com o teste
de Geweke, também foram obtidas as médias das herdabilidades, erros de Monte

Carlo e intervalos de maior densidade dos componentes de (co)variancia.

2.2.4 Estudo de associacdo genémica ampla conforme abordagem WssGWAS

O GWAS foi conduzido em analises univariadas utilizando a metodologia do
WssGBLUP, proposta por Wang et al. (2012), com uso dos mesmos modelos
utilizados para a obtencdo das herdabilidades, considerando as mesmas
pressuposicdes, exceto que a~N (0, Ho2) e mat~N(0, Ho?,,). A matriz H combina as
informacdes genbmicas com as informacgdes de pedigree, e sua inversa (Aguilar et al.,

2010), que possui estrutura simples para os célculos, é descrita por:
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0 0

-1 __ -1
H= =47 %10 g1 - 43

em que A2z é a matriz de coeficientes de parentesco entre individuos genotipados, e
G é a matriz de relacionamento genémico obtida segundo metodologia descrita por
VanRaden (2008), descrita por:

_ 77"
2y pi(1—pp)

G

em que, Z € a matriz de conteudo genético, ajustada para frequéncias alélicas (0, 1
ou 2 para AA, AB e BB, respectivamente), m é o numero de SNPs e pi é a menor

frequéncia alélica do i-ésimo SNP.

Os programas da familia BLUPF90 foram utilizados para obtencao dos valores
genéticos preditos para 0s animais e, posteriormente, os efeitos dos SNPs. O
programa preGSF90 foi utilizado para calcular a matriz Ht. O programa BLUF90 foi
utilizado para obtencao das soluc¢des dos valores genéticos dos animais. O programa
postGSF90 foi usado na obtencdo das solugdes dos efeitos dos SNPs a partir dos
valores genéticos predito dos animais genotipados (GEBV), conforme proposto por
Wang et al. (2012):

A _ 1 * =1
Uy = ADwyZ Gy "ag

em que: U é o vetor dos efeitos dos SNPs, A é taxa de variancia calculada de acordo
com VanRaden et al. (2009), @, € o GEBV, Z é a matriz que relaciona os genotipos
de cada locus, G € a matriz de relacdo gendmica e D é a matriz diagonal de
ponderagéo das variancias dos SNPs (inicialmente D = 1), obtido pelo algoritmo a
seguir, onde t € o nimero da iteracéo e i refere-se ao i-ésimo SNP:

. t=0; Dy = 1I; Gy = ZDy Z'A.
. Estimar a; com o ssGBLUP.
2

. Calcular di,y = Ui,

et al. (2010).

1
2
3. Caleular @iy = ADHZ'Gyy ‘dg.
4

2p;(1 — p;) para todos i como descrito por Zhang

tr (D (0))

5. Normalizar D44y = m

D(ts1y-
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6. Calcular Gy1y = ZD(41)Z' 2.

7. Voltar para o passo 2.

Na primeira iteracdo, os SNPs foram considerados igualmente importantes para
a caracteristica. Ao final da primeira iteracdo, juntamente com as solu¢cées dos SNPs,
foram geradas as variancias dessas solucbes, as quais foram utilizadas como
ponderadores, para diferenciar os SNPs de acordo com a variancia que esses
explicam. O mesmo procedimento foi executado cinco vezes. Para a estimacao das
variancias dos SNPs (utilizadas como ponderadores) foi utilizado o método N&olinear
A, descrito por VanRaden (2008):

2 % s
of: ———1.25sd(
wt Z 12p;q;

em que, o pode ser compreendido como variancia prévia do SNP (Fragomeni et al.,
2019), |4;| € a estimacdo absoluta do efeito do SNP para o marcador i, e sd(0) é o
desvio padréo do vetor da estimacao do efeito do SNP, o valor 1.25 é uma constante

que determina o quanto a distribuicdo dos efeitos de SNP se afasta de uma

distribuicdo normal.

Para selecionar qual iteracdo seria utilizada para andlises seguintes, foi
considerada a acuracia de cada iteracdo, calculada no programa BLUPF90, pela

seguinte férmula:

- PEV
acuracia = 1-— m

em que: PEV representa o erro de predi¢cdo da variancia do GEBV, F € coeficiente de

endogamia e ¢ € a variancia genética.

De acordo com a acuracia, foram escolhidas a quarta iteracdo para peso ao
nascimento e peso a desmama, enquanto para o peso ao sobreano foi escolhida a
segunda iteracdo. As variancias de janelas deslizantes contendo dez SNPs
adjacentes foram usadas como parametro nas analises de WssGWAS. Janelas sem
sobreposicao foram utilizadas para construir os Manhattan plots, as 20 janelas de

maior variacdo, sem sobreposicdo de SNPs foram consideradas, com intuito de
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identificar regides do genoma que explicaram maior propor¢ao da variancia genética

aditiva das caracteristicas analisadas.

2.2.5 Anotacgéo de genes e mapeamento de QTLs

Para complementar os resultados do GWAS, foi realizada analise funcional nas
20 janelas de maior variacdo para cada caracteristica. Para cada janela, foram
analisadas regifes de 500kb antes e depois da posicdo do primeiro e ultimo SNP da
janela. Para localizar genes candidatos em sobreposicdo com as janelas, o pacote do
R Biomart (Durinck et al., 2005) foi usado em conjunto com o banco de dados Ensembl
Genes 109, com o genoma bovino ARS-UCD1.2 como referéncia. A sobreposicéo
das janelas de maior variancia com locus de caracteristica quantitativa (QTL), foi
verificada considerando o banco de dados do CattleQTLdb (Hu et al., 2022).

O pacote GALLO (Fonseca et al., 2020) foi utilizado para obter as porcentagens
dos QTLs mapeados, com o uso do banco de dados CattleQTLdb. Os pacotes
“clusterProfiler” (Yu et al., 2012) e “org.Bt.eg.db” (Carlson, 2020) do programa R foram
utilizados para obter o banco de dados bioldgicos Gene Ontology Consortium (GO). E
assim, realizar uma andlise de agrupamento de genes candidatos considerando a
similaridade em termos associados com Componente Celular (CC), Fungédo Molecular
(FM) e Processo Biolégico (PB), além de verificar a relacdo dos clusters com as
caracteristicas estudadas e determinar se ha enriquecimento funcional (p<0,05), ou
seja, se o0s termos estao relacionados com os genes candidatos mais do que esperado

ao acaso.

O pacote STRINGdb versdo 11.5 do programa R (Szklarczyk, et al., 2021) foi
usado para realizar analise funcional agrupando genes associados a termos GO,
considerando como parametros o score threshold 200 e a espécie 9913 — Bos taurus.
Genes encontrados que nédo tinham interagcbes com outros genes da rede foram

descartados desta analise.
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2.2.6 Classes funcionais

A busca por informagé&o sobre a classe funcional de cada variante nos dados
de sequéncias foi realizada considerando informacdes disponiveis online, constantes
nos bancos de dados Ensembl (Hubbard et al., 2009), RumimiR (Bourdon et al., 2019)
e NONCODEV6 (Zhao et al., 2021), além de informacdes geradas e disponibilizadas
em outros estudos (Zhou et al., 2020; Klees et al., 2021).

Com o uso do banco de dados do Ensembl, as seguintes classes foram
consideradas para anotacdo das variantes das sequéncias: Exon variants (Exon),
Intron (Intron), Protein Coding Sequence (CDS), 5 kb upstream (Up), 5 kb Downstream
(Down), frame-shift (frame), Splice sites (Splice), stop codon (stop), Missensesense
(Missense), Non-coding transcript (Non), Synonymous (Syn), 3’ Untranslated Regions
(B3UTR), e 5 5" Untranslated Regions (SUTR). Na classe Splice, foram consideras
variantes anotadas como Splice acceptor variant, Splice donor variant, encontradas,
respectivamente, perto do fim do 3’ e 5’ dos introns, além de todas as outras variantes
anotadas como Splice, seguindo a juncdo adotada por Koufariotis et al. (2018). A
busca por essas classes foi realizada usando a versdo do genoma bovino ARS-
UCD1.2 juntamente com o pacote biomaRt do R (Durinck et al., 2005), considerando

apenas o cromossomo 14.

Também foram usadas outras fontes de informacbes para as classes
microRNA, Transcription Factor Binding Sites (TFBS), ilhas de CpG (CpG) e long
nonconding RNA (IncRNA). Para anotacdo de microRNA, foi utilizado o banco de

dados RumimiR (Bourdon et al., 2019), disponivel em http://rumimir.sigenae.org

(acessado em 15 de fevereiro de 2023). As informacdes de TFBS foram obtidas do
banco de dados proveniente do estudo de Klees et al. (2021), disponivel em

https://azifi.tz.agrar.uni-goettingen.de/agreg-snpdb (acessado em 15 de fevereiro de

2023). Para anotacgéao das ilhas de CpG foi utilizado dados gerados pelo artigo do Zhou
et al. (2020). Por fim, a classe IncRNA foi obtida do banco de dados NONCODEV6
(Zzhao et al., 2021), disponivel em http://www.noncode.org (acessado em 15 de

fevereiro de 2023), porém essas informagfes estavam baseadas na versdo do

genoma bovino anterior, sendo necessario o uso da ferramenta Lift Genome


http://rumimir.sigenae.org/
https://azifi.tz.agrar.uni-goettingen.de/agreg-snpdb
http://www.noncode.org/
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Annotations (disponivel em https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver, acessado em
15 de fevereiro de 2023) para conversao dos dados para a versédo do genoma bovino
mais recente. Como essa ferramenta nao fazia a conversao direta do
UMD3.1/bosTau6 para ARS-UCDL1.2, primeiro foi realizada uma converséo dos dados
de UMD3.1/bosTau6 para UMD3.1/bosTau8, e entdo, de UMD3.1/bosTau8 para ARS-
UCD1.2. Classes com numeros pequenos de variantes foram excluidas das analises
(Tabela 2).

Tabela 2. Classes funcionais anotadas e o numero de variantes de cada classe no

cromossomo 14

Classe Abreviatura Numer-o total Proporgao

de variantes (%)
3 prime UTR variant 3UTR 2305 0,59
5 prime UTR variant 5UTR 799 0,20
Protein coding sequence CDS 4614 1,17
llhas de CpG CpG 3807 0,97
Downstream gene variant Down 29530 7,50
Exon variant Exon 8891 2,26
Frameshift variant? Frame? 6 0,00
Intron variant Intron 281960 71,65
Long noncoding RNA INcRNA 8263 2,10
microRNA? microRNA! 34 0,01
Missense variant Missense 1561 0,40

Non-coding transcript
] Non 8752 2,22

variants

Splice site region variants Splice 390 0,10
Stop codon variants? Stop 36 0,01
Synonymous variant Syn 2550 0,65
TFBS TFBS 8295 2,11
upstream gene variant Up 31849 8,09

Iclasses removidas devida baixa quantidade de variantes.
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Ao final, 14 classes funcionais foram usadas para as analises envolvendo o0s
dados de sequéncias, aléem de uma analise conjunta das classes. Para compreender
a influéncia da MAF nos resultados, uma andlise separada foi realizada para seis
categorias de MAF, sendo elas: mafl (menor que 0,05), maf2 (entre 0,05 e 0,1), maf3
(entre 0,1 e 0,2), maf4 (entre 0,2 e 0,3), maf5 (entre 0,3 e 0,4), e maf6 (entre 0,4 e
0,5).

2.2.7 Estimacao da variancia explicada pelas classes funcionais pelo método
GBLUP com abordagem REML

A variancia explicada pela classe funcional foi determinada ajustando as GRM
de todas classes funcionais simultaneamente no modelo, com o0 uso do programa
GCTA (Yang et al., 2011). Este método de ajustar classes conjuntamente foi descrito
como confiavel na obtencédo das variancias explicadas pelas classes (Koufariotis et
al., 2018, Bhuiyan et al., 2018).

O plink foi usado para converter os arquivos “.vcf” em arquivos binarios, os
guais sao solicitados no programa GCTA. Inicialmente uma matriz GRM foi calculada

para os SNPs de cada classe funcional usando a op¢ao “--make-grm”.

O programa PREDICTF90 da familia BLUPF90 foi usado para ajustar os
fendtipos de acordo com os efeitos fixos idade da mae, idade do animal e idade animal
quadratica antes de realizar as analises no GCTA. Apés isso, um modelo misto foi
usado para calcular a variancia explicada para cada classe funcional de SNP, usando
o método de maxima verossimilhanca restrita (REML), descrito por Koufariotis et al.
(2018):

y=XB+Zg + ¢

em que, y € o vetor dos fenotipos ajustados, B € o vetor do efeito fixo (GC), X é a
matriz de incidéncia dos efeitos fixos, g é o vetor dos valores genéticos, Z é a matriz
de incidéncia dos valores genéticos e € € o residuo. Os valores genéticos foram

obtidos com a seguinte pressuposigéo:
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g~ N (0,Ga})
em que g é a GRM da classe funcional e g; é a variancia genética de cada classe

funcional.

As proporcdes da variancia capturada e as variancias explicadas para cada
classe foram calculadas de acordo com as equacdes descritas por Koufariotis et al.

(2018), da seguinte forma:

2
proporgao total da variancia = <—> x 100
2i+1(h?)

onde h? representa a variancia capturada por cada classe funcional, e:

((h* + n) x 100
104

VarPorSNP =

em que, neste caso, h? representa a herdabilidade da classe e é dividida por n, o

numero total de variantes encontradas na classe.

Para determinar as similaridades entre as GRM de cada classe funcional, foi
calculada a distancia Euclidiana entre elas, conforme metodologia adotada por
Koufariotis et al. (2018), com a férmula:

Distancia Euclidiana = Z(Tni — p)?

i=1

onde, m e p € a GRM correspondente a cada classe.

2.3. Resultados e discussao
2.3.1 Parametros genéticos

As andlises para obtencdo dos componentes de varidncia mostram que entre
os efeitos considerados no modelo foi identificada maior contribuicdo da variagao
genética aditiva direta para as caracteristicas em relagéo as outras fontes de variacao

consideradas no modelo animal (Tabela 3).
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A estimativa de herdabilidade direta para PN e PD, foram de moderada
magnitude, possibilitando progresso genético por meio da selecao direta, porém os
efeitos ndo identificados no modelo, tem maior influéncia na caracteristica dificultando
evidenciar os valores genéticos dos animais. As estimativas estdo proximas do
relatado por Kamei et al. (2017) e Pedrosa et al. (2014), variando de 0,17 a 0,31 para
PN e 0,17 a 0,22 para PD na raca. Os valores encontrados para herdabilidade dos
efeitos maternos para PN e PD estdo proximos com valores descritos na literatura,
onde Fernandes (2022) obteve herdabilidade materna de 0,09 para PN, e Evangelista
et al. (2020) obtiveram herdabilidade materna de 0,09 para PD, para bovinos Nelores.
Apesar da baixa magnitude, esse efeito ndo deve ser desprezado no modelo utilizado

para analises dessas caracteristicas de peso.

Tabela 3. Médias e intervalo de 95% de maior densidade (HDI) das variancias
genética aditiva direta (¢2) e materna (c2,), ambiente permanente
materno (o), fenotipica (o), as herdabilidades direta (hf) e materna
(h2,4c), € fracdo de variancia devido matriz (c2) obtidas para peso ao

nascimento, peso a desmama e peso ao sobreano.

% Ornat agnpe 0127 h}, hinae c?
Peso ao nascimento
Média 2,83 0,66 0,31 11,43 0,25 0,06 0,03
HDI-I* 2,68 0,58 0,24 11,36 0,23 0,05 0,02
HDI-S? 3,00 0,74 0,38 11,50 0,26 0,06 0,03

Peso a desmama
Média 67,78 41,90 56,38 331,17 0,20 0,12 0,17
HDI-I* 63,95 39,02 54,26 329,62 0,19 0,11 0,16
HDI-S2 71,60 44,61 58,83 332,71 0,21 0,13 0,18

Peso ao sobreano

Média 313,48 - - 646,34 0,48 - -
HDI-I* 307,10 - - 643,20 0,47 - -
HDI-S2 319,40 - - 649,20 0,49 - -

Limite inferior do HDI. 2Limite superior do HDI.
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A estimativa da herdabilidade direta para PS foi de alta magnitude indicando
possibilidade de ganho genético pela selecdo. Nepomuceno et al. (2017), Felipe et al.
(2021) e Rodrigues (2020) obtiveram estimativas de herdabilidade para peso ao
sobreano entre 0,40 e 0,59. Essa variacdo das estimativas genéticas do PS pode estar
ligada as diferencas ambientais e sistema de producéo, bem como ao sistema de

coleta de dados.

2.3.2 GWAS

Apos a realizacdo do WssGWAS com os programas da familia BLUP90, foram
identificadas as 20 janelas de maior contribuicdo a variabilidade genética para PN, PD
e PS (Figura 1, 2 e 3). Os resultados do WssGWAS e os graficos Manhattan plot
evidenciam que as caracteristicas ponderais analisadas sao poligénicas,
apresentando diversas regifes no cromossomo 14 que influenciam a expressao dos
fendtipos. As posicOes das 20 maiores janelas adjacentes, bem como as variancias
explicadas para cada uma, estédo presentes nas Tabelas Suplementares 1, 2 e 3, para
PN, PD e PS, respectivamente.

Observa-se nos graficos um padrdo semelhante da variancia genética aditiva
explicada por regides do cromossomo 14 das trés caracteristicas. Para variancia
genética materna, observa-se divergéncia entre as janelas encontradas para PN e PD,
onde no PN ha um pico evidenciado de janelas localizadas na regido do inicio do
cromossomo 14, enquanto no PD ha trés picos distribuidos no inicio, meio e final do

cromossomo 14.
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Variancia genética materna explicada

o0

Cromossomo 14

Variancia genética materna explicada

Cromossomo 14

Figura 1. Manhattan plot da variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs
adjacentes do cromossomo 14 para peso ao nascimento. A linha horizontal
representa o valor do limiar a partir do qual as 20 janelas com maior
contribuicdo foram identificadas. A) variancia genética aditiva direta. B)

variancia genética aditiva materna.
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Figura 2. Manhattan plot da variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs

adjacentes do cromossomo 14 para peso a desmama. A linha horizontal

representa o valor do limiar a partir do qual as 20 janelas com maior

contribuicdo foram identificadas. A) variancia genética aditiva direta. B)

variancia genética aditiva materna.
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Variancia genética aditiva explicada

Cromossomo 14

Figura 3. Manhattan plot da variancia genética aditiva direta explicada por
janelas de 10 SNPs adjacentes do cromossomo 14 para peso ao
sobreano. A linha horizontal representa o valor do limiar a partir do

qual as 20 janelas com maior contribuicdo foram identificadas.

E possivel notar janelas em comum (Tabela 4) que explicam parte da variag&o
para as trés caracteristicas, podendo-se inferir a presenca de efeitos pleiotropicos
nessas regides. Para janelas em comum entre PN e PD, a sobreposi¢cdo (S) 2
identificou o gene TBC1D31. Enquanto para janelas em comum entre PD e PS, as S
1, 3, 4, 5 e 6 sobrepuseram o0s genes TBC1D31, ENSBTAT00000081420, TRPA1,
STMN2 e CPQ, respectivamente. O efeito pleiotrépico pode ser melhor investigado

em uma abordagem de GWAS multicaracteristicas.

Estudos demonstram que o0 cromossomo 14 tem importancia para
caracteristicas de crescimento e peso de carcaca (Veneroni et al., 2010; Bhuiyan et
al., 2018; Hay e Roberts, 2018). Os resultados do presente trabalho evidenciam a
importancia do cromossomo 14, jA que varios SNPs foram identificados com
contribuicdo para as caracteristicas de peso ao nascimento, peso a desmama e peso
ao sobreano. Para compreender os genes e QTLs relacionados com estes SNPs,

foram realizadas analises de enriquecimento funcional.
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Tabela 4. Sobreposicdes (S) entre janelas identificadas nas analises WssGWAS para

as caracteristicas PN, PD e PS.

S Janela Inicio Fim Var?! Janela Inicio Fim Var?!
1 PD 16664647 16695012 0,88 PS 16664647 16695012 0,40
2 PN 17431022 17492989 0,55 PD 17453361 17523884 0,78
3 PD 35511046 35591127 0,79 PS 35511046 35591127 0,42
4 PS 35511046 35591127 0,42 PD 35568640 35627074 0,98
5 PD 42808565 42846993 1,13 PS 42822301 42853303 0,78
6 PD 67307041 67337501 0,73 PS 67307041 67337501 0,39
7 PN 71962685 72003733 0,46 PD 71962685 72003733 1,00

8 PN/D 71962685 72003733 0,46/1,0 PS 71977644 72029041 0,60

1Variancia explicada pela janela.

2.3.3 Detalhamento dos genes candidatos e QTLs

Como andlise complementar do GWAS, as 20 maiores janelas adjacentes
foram avaliadas nos bancos de dados do Ensembl Gene 104 e CattleQTLdb, para
obtencdo dos genes e QTLs associados com cada caracteristica. Para PN, foram
identificados 474 QTLs e 41 genes, 490 QTLs e 34 genes para PD, e 275 QTLs e 14
genes para PS. Os gréficos contendo as proporc¢des de QTLs em cada classe definida
no CattleQTLdb (exterior, saude, carne e carcaca, leite, producao e reproducao), e as
guantidades de QTLs relacionadas com as trés caracteristicas analisadas foram

dispostos nas Figuras Suplementar 1, 2 e 3.

Genes identificados devem ser compreendidos como de importancia para as
caracteristicas estudadas uma vez que foram identificados em sobreposi¢cdo com as
regidoes gendmicas identificadas nas analises de GWAS (Tabelas Suplementares 4, 5
e 6).

O gene CSMD3 € um gene candidato novo que tem associagdo com
caracteristicas de conformagdo corporal (Toro-Ospina et al.,, 2022). Os genes
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PCMTD1 e STK3 foram descritos associados com caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento corporal em bovinos taurinos (Smith et al., 2019; Duan et al., 2021),
assim como o gene PLAGL1, o qual foi confirmado desempenhar um papel importante
em mudancas recentes na estatura de bovinos (Boitard et al, 2016), além de
apresentar funcao pleiotropica para caracteristicas ponderais e reprodutivas (Mota et
al., 2022).

O gene ZC3H3 j& foi identificado em outro estudo de GWAS no cromossomo
14, para caracteristicas de carne e carcaca na raca Wagyu, esse gene foi associado
com peso do bife para cortes parecidos com “fraldinha” e “patinho” (Zhang et al.,
2019). Os genes OXR1, TBC1D31, TG e DGATL1 sao encontrados na literatura sendo
associados com caracteristicas de carcaca em racas taurinas (Gan et al., 2008; Yuan
et al., 2013; Zhang et al., 2019; Srikanth et al., 2020; Khan et al., 2021), onde TG esta
associado a deposicdo de gordura e DGTAL é usado como gene candidato para

melhoramento da qualidade da gordura na carcaca em bovinos chineses comerciais.

Os genes ZFPM2, PCMTD1 e NCOA2 foram associados com caracteristicas
de reproducdo em bovinos zebuinos e taurinos (Camargo et al., 2015; Mota et al.,
2017; Fonseca et al., 2018). Também foram identificados genes associados com
caracteristicas de producédo de leite, como TRAPPC9, DGTAL, SLC52A2, NCOA2,
MROH1 (Wang et al., 2015; Ariyarathne et al.,, 2021). O gene HSF1 é um gene
candidato associado com tolerancia de calor em bovinos, envolvidos na reducédo do
dano celular causado pelo estresse térmico (Baena et al., 2018), animais mais
adaptados a climas tropicais tendem a ter menor expressao desse gene, podendo ser
utilizado como indicador de termo tolerancia para bovinos taurinos (Rocha et al.,
2019).

Apesar de até o presente ndo serem diretamente associados com
caracteristicas de crescimento, os genes identificados que estdo associados com
caracteristicas de carne e carcaca, reproducao, producao de leite e tolerancia de calor
podem ser de importancia para as caracteristicas estudadas, ja que as analises
destacaram estas regides e varios estudos indicam que as caracteristicas estudadas

apresentam correlagdo com estas outras mencionadas neste paragrafo (Fries e
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Albuquerque, 1998; Mello, 2007; Lima Neto et al., 2009; Baena et al., 2018; Rocha et
al., 2019; Ribeiro, 2020).

O enriquecimento funcional dos genes anotados foi realizado para identificar os
termos de ontologia genética (GO) e agrupar os genes candidatos considerando a
similaridade em termos associados com componente celular (CC), funcdo molecular
(FM) e processo biolégico (PB). Para termos de PB, os genes CPQ e TG foram
associados a geracao do hormonio da tireoide (G0O:0006590). Os genes IL7 e LYGE
foram associados com crescimento de orgaos (G0O:0035265). Os genes MMP16 e
SCX foram associados ao processo de ossificacdo endocondral (GO:0001958). E os
genes SLA, SCX, TRAPPC9 e ZFPM2 foram associados com processos de
diferenciacao celular (GO:0030154). Nos termos de CC, os genes HSF1 e RMDN1
foram associados com o polo do fuso mitético (GO:0097431). Por fim, para termos de
FM, os genes HSF1 e NCOAZ2 foram associados a enzima RNA polimerase Il na regido
reguladora da transcricdo intrénica (GO:0001162) e os genes KLF10, PLAG1, HSF1
e SCX foram associados a atividade do fator de transcricdo de ligacdo ao DNA que
ativa ou aumenta a transcricdo de conjuntos de genes especificos transcritos pela
RNA polimerase 1l (GO:0001228).

Na figura 4, € possivel observar a interacdo dos genes identificados para as
trés caracteristicas em conjunto. Essa rede foi construida considerando os 89 genes
candidatos encontrados no PN, PD e PS. As analises no STRING mapearam 83
genes, e apis a remoc¢do dos genes sem interacao na rede, restaram 56 proteinas e
99 interacdes na andlise da rede de genes. Pelo STRING era esperado que a rede
encontrasse 32 interacGes (p-value <1019), revelando que as proteinas tem mais

interacdes entre elas do que esperado para um cenario aleatorio.

O enriquecimento indica que as proteinas sdo ao menos parcialmente
conectadas biologicamente (Szklarczyk et al., 2021). A rede de genes apresenta um
cluster formado principalmente por genes identificados nas janelas do efeito materno
do peso ao nascimento, onde destaca-se os genes ADCK5, BOP1, DGAT1, EEF1D e
FBXL6. Observa-se também uma rede de genes menor, sem interacdo com a rede
principal, contendo 3 genes (SNAI2, MMP16 e SCK), oriundos do PN e PS.
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Figura 4. Interacdo da rede de genes candidatos identificados para as trés

caracteristicas em conjunto.

2.3.4 Variancias explicadas pela classe funcional
2.3.4.1 Similaridades entre as classes anotadas

Para a obtencéo das variancias genéticas explicadas pelas classes funcionais,
somente o banco de dados de animais sequenciados foram utilizados. As GRM foram
construidas para cada uma das 14 classes funcionais (Tabela 1), para cada

caracteristica, com uso do programa GCTA. Para determinar as similaridades entre
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as GRM das classes, foi calculada a distancia Euclidiana entre elas, conforme
metodologia adotada por Koufariotis et al. (2018), onde foi gerado um mapa de calor
(heat map) baseado na semelhanca entre elas (Figura 5, Figura Suplementar 4).
Quanto maior a similaridade entre as informacdes das GRM das classes, menor a

distancia Euclidiana e mais escura é a cor.
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Figura 5. Mapa de calor da distancia Euclidiana entre as GRM de todas as

classes funcionais.

As GRM entre as classes CDS e Syn, CDS e Exon, CDS e Missense, Up e
Down, Up e Exon e Exon e Syn foram as mais similares o que, segundo Koufariotis et
al. (2018) indica haver alto LD entre as variantes de cada membro desses pares de
classes (Koufariotis et al., 2018). As classess Non, TFBS e IncRNA foram as que

menos possuem similaridades com outras classes.
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2.3.4.2 Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas foram calculadas para cada classe funcional (Figura 6)
e agrupadas segundo a frequéncia do alelo mais raro (MAF) nas seguintes classes:
mafl (menor que 0,05), maf2 (entre 0,05 e 0,1), maf3 (entre 0,1 e 0,2), maf4 (entre
0,2 e 0,3), maf5 (entre 0,3 e 0,4), e maf6 (entre 0,4 e 0,5). Para a maioria das classes,
as variantes apresentaram frequéncia maior dentro da mafl, seguido pela maf3. As
classes CDS, CpG e Exon apresentaram maior distribuicdo das variantes em mafl,
podendo indicar que as variantes nessas classes podem estar mais sob selecdo do
que as demais classes. Ja Splice, Intron e Non apresentaram mais variantes na maf3.

No geral, maf4, maf5 e maf6 tem as menores porcentagens de variantes, em todas as

SN =

Figura 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas em cada classe funcional, onde mafl
(<0,05), maf2 (0,05-0,1), maf3 (0,1-0,2), maf4 (0,2-0,3), maf5 (0,3-0,4), e maf6 (0,4-
0,5).
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A variancia explicada por classe e por SNP de cada classe MAF foram
apresentadas em graficos de barras (Figura 7). As classes maf3 e maf5 foram as que
mais contribuiram para a variancia do PN, onde a classe maf5 capturou maior
proporcao da variancia. Para PS, as classes entre maf3 e maf6 explicaram proporcoes
semelhantes das variancias, enquanto a maf2 explicou menor proporcao. Para PD a
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variancia também foi capturada paras as classes entre maf2 e maf6, porém com
distribuicdo diferente da PD, em que a classe de MAF intermediaria capturou maior
proporcdo da variancia capturada. Bhuiyan et al. (2018) encontraram maior
contribui¢cdo para a variancia de variantes classificadas em MAF 0,1 a 0,2 (maf 3) e
0,3 a 0,4 (maf5) em caracteristicas de carcaca, condizendo com o observado para PN

e PS, apesar das caracteristicas e racas diferirem entre os estudos.

Para PN, cada SNP da classe maf5 explicou uma parte maior da variancia em
relacdo aos SNPs das demais classes. Embora a variancia capturada pelos SNPs da
maf4 tenha sido maior para PD, a variancia média explicada por cada SNP da classe
maf3 teve maior valor, isso ocorre devido ao menor nimero de SNPs classificados na
maf3. Como mencionado anteriormente, a variancia explicada para o PS foi bem
distribuida entre as classes acima mafl, porém com maior variancia explicada para
cada SNP da maf5, devido a ocorréncia de menor niamero de variantes nessa classe.
Apesar da presenca de variantes na classe mafl, ndo houve variancia capturada
nesta classe.

Esses resultados estdo de acordo com o esperado, uma vez que a variancia
explicada por cada variante depende de seu efeito, mas também das frequéncias dos
alelos (Hill et al., 2008). Também pode-se observar que variantes com MAF acima de
0,05 devem ser enfatizadas nos estudos para PN, PD e PS. Os resultados das
analises com a GRM para as diferentes classes genémicas, juntamente com 0s
resultados das analises anteriores de WssGWAS e prospeccao de genes candidatos,
indicam arquiteturas genémicas complexas para caracteristicas ponderais estudadas

na raca Nelore.
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Figura 7. Proporgéo da variancia capturada e variancia explicada para as classes

MAF, para peso ao nascimento, peso a desmama e peso ao sobreano.
A) variancia capturada por cada classe B) variancia explicada por SNP

em cada classe, segundo metodologia descrita no material e métodos.
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2.3.4.3 Classes funcionais

As classes funcionais Non, 5UTR e IncRNA capturaram maior proporcédo da
variancia para PN, PD e PS, respectivamente (Figura 8). O PN apresentou variancia
apenas para a classe Non. Para PD foi capturada variancias para as classes 5SUTR,
Intron e TFBS. O PS foi a caracteristica com maior quantidade de classe funcionais
com variancia capturada, sendo elas CpG, Down, Intron, IncRNA, Non, Splice e Up.
Observa-se que as classes Splice e 5UTR tem maior destaque na variancia explicada
por SNPs do que na variancia capturada, isso acontece por serem as duas classes
com menor numero de variantes identificadas, sendo 390 e 799 variantes,
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com Koufariotis et al. (2018), que
estudando classes funcionais para caracteristicas de leite em bovino da raca
Holandés, observou variancia explicada significativa para a classe Splice, indicando

grande importancia para priorizacdo na selecdo genémica de variantes.

O inverso pode ser observado para Intron, que apesar de ter aproximadamente
290 mil variantes, tem variancia explicada menor do que Splice e SUTR, indicando
gue essas variantes tem efeitos menores nas caracteristicas, contribuindo pouco para
a variacao. Desta forma, € importante ressaltar que as classes 5UTR e Splice contem

variantes que contribuem mais para a variacao das caracteristicas ponderais.

Diferente do resultado obtido, era esperado que as variantes da classe
Missense apresentassem efeitos significativos nas caracteristicas, devido essas
variantes poderem alterar sequencias genéticas e sequencias de aminoacidos
(Koufariotis et al.,2014). O mesmo foi observado para classes funcionais de regides

codificadoras, onde ndo obtivemos variancia capturada nessas classes.
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Figura 8. Proporcao da variancia capturada e variancia explicada para as classes

funcionais, para peso ao nascimento, peso a desmama e peso ao
sobreano. A) variancia capturada por cada classe B) variancia
explicada por SNP em cada classe, segundo metodologia descrita no
material e métodos.
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Em geral, as classes funcionais de regides regulatérias dos genes (5UTR, CpG,
Down, IncRNA, TFBS e Up) tém maior significancia no presente estudo e capturam
grande proporgédo da variancia para as caracteristicas analisadas, estando de acordo
com Koufariotis et al. (2018), que encontrou de média a alta variancia para as classes
a regido regulatéria, podendo potencialmente ser associada com 0 peso ao
nascimento, peso a desmama e peso ao sobreano, através das funcdes regulatorias
nos genes envolvidos com essas caracteristicas. A classe ndo codificante Non foi a
classe que obteve maior variancia capturada por SNP dentre as caracteristicas (Figura
8).

A fim de completar os resultados obtidos para as classes de variantes
codificantes e regulatérias do genoma bovino, analises foram realizadas para calcular
as variancias capturadas e explicadas pelos SNP por um modelo conjunto das
classes, no qual consiste em realizar a analise inserindo as classes funcionais
simultaneamente no modelo. Porém, devido a estruturacdo do banco de dados, essa
analise foi limitada pela quantidade de animais nos bancos de dados, pela quantidade
de variantes nas classes e pela similaridade entre elas, impossibilitando conducéo de
uma analise conjunta. Bhuiyan et al. (2018) documentou a mesma dificuldade para

este tipo de analise conjunta quando o nimero de variantes na classe foi pequeno.

As variantes encontradas em regides regulatérias e ndo codificantes tem
importancia nas analises de variantes associadas com caracteristicas ponderais de
interesse na selecdo de bovinos Nelore. Estes resultados podem beneficiar a
implementacdo da informacdo de sequéncia pelos programas de melhoramento
genético que selecionam caracteristicas ponderais, com foco em reducédo do custo de
genotipagem pela priorizacdo de variantes de regides regulatérias na selecéo
gendmica. As regides enfatizadas como importantes no presente estudo devem ser
investigadas em novos estudos de validacédo e de expressdo génica na raca Nelore
para melhor conhecimento de suas func¢des bioldgicas e influencias nos fenétipos de
interesse. Também sdo necessarios trabalhos futuros para verificar se o uso das
classes funcionais pode contribuir para aumentar a acuracia dos GEBV, além da

importancia de validar os resultados obtidos, quando analisado o0 genoma completo.
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2.4 Concluséo

Os resultados do GWAS sugerem que variantes associadas com pesos
avaliados em diferentes idades estdo distribuidas em diversas regibes do
cromossomo 14, exibindo o padréo poligénico das caracteristicas estudadas. Algumas
regides do cromossomo 14 podem apresentar efeito pleiotrépico em PN, PD e PS.
Alguns dos genes candidatos identificados, como CSMD3, PCMTD1, STK3 e PLAG1
estdo relacionados com conformacao corporal e desenvolvimento muscular e os
genes HSF1, NCOA2, KLF10 e PLAG1 tem funcdes moleculares associadas a regides
regulatorias. A anotacéo de variantes baseadas na fungéo biolégica e em categorias
de MAF foram complementares aos resultados do GWAS, contribuindo para o
entendimento de como as variantes atuam na variagcdo fenotipica de caracteristicas
ponderais na raca Nelore, apresentando diferentes arquiteturas genéticas entre as
trés caracteristicas investigadas. Variantes em classes de regides regulatoérias e splice
sites empenham papéis importantes nas caracteristicas estudadas e podem ser

incluidas em avaliac6es genbmicas para caracteristicas ponderais na raca Nelore.
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Tabela Suplementar 1. Posicdo das 20 janelas com maior variancia genética no cromossomo 14 para 0 peso ao hascimento.

Genético direto

Genético materno

Janela A Janela A
— - Variancia — - Variancia
Inicio Fim Inicio Fim
66819965 66860322 1,27 11454332 1180817 1,52
17997177 18018110 0,99 58096523 85129331 0,76
71146583 71175238 0,78 75780114 75851385 0,73
74540410 74569760 0,72 58102959 58134245 0,71
76496799 76533620 0,70 48456599 48521600 0,69
3999352 4021404 0,68 70809198 70842864 0,68
52672328 52754547 0,64 1096344 1142313 0,67
12088985 12141193 0,58 561250 638162 0,67
65511307 65552983 0,56 67776868 67888128 0,66
3546946 3589056 0,55 588160 676575 0,64
17431022 17492989 0,55 58144518 58192822 0,62
59113223 59182529 0,53 13403132 13432383 0,56
3977117 4005326 0,53 79055874 79097926 0,55
59083232 59156531 0,50 59533518 59564637 0,55
79782432 79808853 0,49 43158811 43216895 0,54
20980495 21034025 0,48 70780318 70826500 0,52
49447249 49487643 0,48 63084103 63110924 0,51
39599354 39710072 0,47 41943842 41965713 0,51
12083341 12136189 0,46 59518050 59555054 0,50
71962685 72003733 0,46 29390659 29426711 0,50




Tabela Suplementar 2. Posi¢édo das 20 janelas com maior variancia genética no cromossomo 14 para o peso a desmama.

Genético direto Genético materno
Janela A Janela A
— - Variancia — - Variancia
Inicio Fim Inicio Fim
42808565 42846993 1.13 11453318 11489850 1.04
79478326 79505107 0.92 71962685 72003733 1.00
16664647 16695012 0.88 35568640 35627074 0.98
17453361 17523884 0.78 11444087 11479294 0.89
67307041 67337501 0.73 35511046 35591127 0.79
4221099 4243733 0.70 51249961 51283737 0.63
67305322 67336207 0.70 52965513 53077021 0.59
76024875 76059594 0.66 11927034 11972236 0.58
32378045 32394139 0.62 15565785 15645092 0.58
76009262 76057522 0.60 55700820 55739359 0.54
33261290 33297963 0.57 11934153 11984541 0.52
37317717 37342138 0.56 15556723 15631968 0.51
82012774 82032086 0.56 11223815 11270109 0.50
28074344 28175797 0.55 52810818 52920347 0.49
43369028 43434359 0.55 67305322 67336207 0.48
82001294 82015406 0.52 76207102 76245704 0.48
61736112 61780005 0.49 55641755 55672854 0.46
79845053 79898057 0.48 67307041 67337501 0.45
80701769 80734004 0.47 23342093 23398807 0.45

44188176 44268544 0.47 53671344 53740799 0.44




Tabela Suplementar 3. Posicdo das 20 janelas com maior variancia genética direta no cromossomo 14 para o peso ao

sobreano.
Janela A
— - Variancia
Inicio Fim

42822301 42853303 0.78
15367788 15407903 0.68
18040234 18077555 0.65
71977644 72029041 0.60
27128043 27166761 0.59
57643589 57686713 0.55

8228215 8259410 0.52
19921096 19962709 0.51

5817336 5840240 0.48
24114804 24158384 0.47
49412518 49447249 0.45
51200087 51249961 0.45
52302869 52352362 0.44
33899470 33954905 0.42
35902169 35932857 0.42

1421501 1546349 0.42
16664647 16695012 0.40
67307041 67337501 0.39
24516834 24573854 0.39
80649315 80678212 0.38
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Tabela Suplementar 4. Genes na regido das 20 janelas com maior variancia genética no cromossomo 14 para 0 peso ao

nascimento.
Janela Identificagdo do gene  Nome do Gene Gene Descri¢&o do gene
Inicio Fim Inicio Fim
1096344 1142313 ENSBTAG00000014642 NAPRT 1127518 1131606 nicotinate phosphoribosyltransferase
1096344 1142313 ENSBTAGO00000014643 EEF1D 1113551 1126356 eukaryotic translation elongation factor 1 delta
1096344 1142313 ENSBTAG00000016810 PYCRS3 1101602 1108734 pyrroline-5-carboxylate reductase 3
1096344 1142313 ENSBTAGO00000021474 GSDMD 1139890 1146602 gasdermin D [Source:VGNC
1096344 1142313 ENSBTAG00000034613 MROH6 1132386 1136717 maestro heat like repeat family member 6
1096344 1142313 ENSBTAG00000034691 GFUS 1094043 1099107 GDP-L-fucose synthase
1096344 1142313 ENSBTAG00000048160 TIGD5 1111425 1113356 tigger transposable element derived 5
1145433 1180817 ENSBTAG00000021472 ZC3H3 1153788 1215120 zinc finger CCCH-type containing 3
1145433 1180817 ENSBTAG00000021474 GSDMD 1139890 1146602 gasdermin D
20980495 21034025 ENSBTAG00000017492 PCMTD1 21013842 21062048 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-
methyltransferase domain containing 1
20980495 21034025 ENSBTAG00000043686 7SK 20998521 20998797 7SK RNA
20980495 21034025 ENSBTAG00000050040 U6 20991476 20991582 U6 spliceosomal RNA
29390659 29426711 ENSBTAGO00000001299 CYP7B1 29199622 29460150  cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1
3546946 3589056 ENSBTAGO00000013955 TRAPPC9 3200372 3587738 trafficking protein particle complex subunit 9
41943842 41965713 ENSBTAG00000016284 L7 41937221 41996546 interleukin 7
43158811 43216895 ENSBTAG00000001302 MRPS28 43120078 43222183 mitochondrial ribosomal protein S28
561250 638162 ENSBTAGO00000000856 FBXL6 580951 583957 F-box and leucine rich repeat protein 6
561250 638162 ENSBTAG00000000857 SLC52A2 578057 580805 solute carrier family 52 member 2
561250 638162 ENSBTAGO00000009811 BOP1 634453 652447 BOP1 ribosomal biosis factor
561250 638162 ENSBTAG00000011064 ADCK5 556020 570498 aarF domain containing kinase 5
561250 638162 ENSBTAGO00000020751 HSF1 613328 634349 heat shock transcription factor 1
561250 638162 ENSBTAG00000026356 DGAT1 603813 612791 diacylglycerol O-acyltransferase 1
561250 638162 ENSBTAGO00000035158 TMEM249 584956 586597 transmembrane protein 249
561250 638162 ENSBTAG00000050112 SCRT1 594540 600190 scratch family transcriptional repressor 1
58096523 58129331 ENSBTAG00000008285 OXR1 57844325 58141613 oxidation resistance 1
58102959 58134245 ENSBTAG00000008285 OXR1 57844325 58141613 oxidation resistance 1
588160 676575 ENSBTAGO00000009811 BOP1 634453 652447 BOP1 ribosomal biosis factor
588160 676575 ENSBTAGO00000009816 SCX 646600 648020 scleraxis bHLH transcription factor
588160 676575 ENSBTAG00000014458 MROH1 652785 702430 maestro heat like repeat family member 1
588160 676575 ENSBTAGO00000020751 HSF1 613328 634349 heat shock transcription factor 1
588160 676575 ENSBTAG00000026356 DGAT1 603813 612791 diacylglycerol O-acyltransferase 1
588160 676575 ENSBTAGO00000050112 SCRT1 594540 600190 scratch family transcriptional repressor 1



59083232
59113223
65511307
66819965
66819965
67776868
74540410
75780114
76496799

59156531
59182529
65552983
66860322
66860322
67888128
74569760
75851385
76533620

ENSBTAGO00000001649
ENSBTAG00000001649
ENSBTAG00000026234
ENSBTAGO00000011572
ENSBTAG00000049287
ENSBTAG00000045108
ENSBTAGO00000006877
ENSBTAGO00000051390
ENSBTAG00000021092

ZFPM2

ZFPM2
STK3

TSPYL5

bta-mir-2285dc
MMP16
CNBD1
ATP6V0OD2

58819937
58819937
65475373
66852944
66854284
67820604
74381958
75334895
76530194

59239114
59239114
65785445
66854263
66857370
67820664
74776968
75781689
76586635

zinc finger protein, FOG family member 2
zinc finger protein, FOG family member 2
serine/threonine kinase 3
TSPY like 5

bta-mir-2285dc
matrix metallopeptidase 16
cyclic nucleotide binding domain containing 1
ATPase H+ transporting VO subunit d2
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Tabela Suplementar 5. Genes na regido das 20 janelas com maior variancia genética no cromossomo 14 para 0 peso a

desmama.
Janela " 5 Gene .
— - Identificagdo do gene Nome do Gene — - Descri¢&o do gene
Inicio Fim Inicio Fim
15556723 15631968 ENSBTAG00000020398 TRMT12 15616492 15618384 tRNA methyltransferase 12 homolog
15556723 15631968 ENSBTAG00000020399 RNF139 15593322 15607732 ring finger protein 139
15556723 15631968 ENSBTAG00000020405 NDUFB9 15553533 15560939 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B9
15556723 15631968 ENSBTAG00000033446 TATDN1 15560985 15592470 TatD DNase domain containing 1
15565785 15645092 ENSBTAG00000020399 RNF139 15593322 15607732 ring finger protein 139
15565785 15645092 ENSBTAG00000033446 TATDN1 15560985 15592470 TatD DNase domain containing 1
16664647 16695012 ENSBTAG00000021156 TBC1D31 16631171 16698112 TBC1 domain family member 31
23342093 23398807 ENSBTAG00000004022 PLAG1 23330541 23375751 PLAG1 zinc finger
23342093 23398807 ENSBTAGO00000049910 CHCHD7 23376061 23383133 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 7
23342093 23398807 ENSBTAG00000054153 AOA3Q1M6D7_BOVIN 23395823 23397050 -
28074344 28175797 ENSBTAGO00000018557 YTHDF3 28141155 28204989 YTH N6-methyladenosine RNA binding protein 3
28074344 28175797 ENSBTAG00000022471 TTPA 28074682 28104548 alpha tocopherol transfer protein
32378045 32394139 ENSBTAG00000022588 C14H8orf34 32378189 32741893 chromosome 14 C8orf34 homolog
35511046 35591127 ENSBTAGO00000048963 AO0A3Q1MM58 BOVIN 35573943 35575232 -
35568640 35627074 ENSBTAGO00000002062 TRPA1 35611321 35666918 transient receptor potential cation channel subfamily
A member 1
35568640 35627074 ENSBTAG00000048963 AO0A3Q1MM58 BOVIN 35573943 35575232 -
37317717 37342138 ENSBTAGO00000048533 AOA3Q1MIT2_BOVIN 37324498 37325736 -
37317717 37342138 ENSBTAGO00000054912 - 37314661 37320969 -
42808565 42846993 ENSBTAG00000020099 STMN2 42811857 42870107 stathmin 2
44188176 44268544 ENSBTAGO00000014026 PAG1 44178038 44329953 phosphoprotein membrane anchor with
glycosphingolipid microdomains 1

51249961 51283737 ENSBTAG00000038281 CSMD3 50969629 52273953 CUB and Sushi multiple domains 3
61736112 61780005 ENSBTAGO00000014396 KLF10 61770129 61776507 Kruppel like factor 10
67305322 67336207 ENSBTAG00000011908 CPQ 66989157 67551536 carboxypeptidase Q
67307041 67337501 ENSBTAG00000011908 CPQ 66989157 67551536 carboxypeptidase Q
76009262 76057522 ENSBTAG00000036304 CNGB3 75914395 76103436 cyclic nucleotide gated channel subunit beta 3
76024875 76059594 ENSBTAG00000036304 CNGB3 75914395 76103436 cyclic nucleotide gated channel subunit beta 3
76207102 76245704 ENSBTAG00000015720 WWP1 76218264 76322858 WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1
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76207102 76245704 ENSBTAGO00000015734
82001294 82015406 ENSBTAG00000044126
82012774 82032086 ENSBTAG00000044126

RMDN1
SNTB1
SNTB1

76178740 76212523 regulator of microtubule dynamics 1
81871605 82123649 syntrophin beta 1
81871605 82123649 syntrophin beta 1
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Tabela Suplementar 6. Genes na regiao das 20 janelas com maior variancia genética no cromossomo 14 para 0 peso ao

sobreano.
Janela Gene
— - Identificagdao do gene Nome do Gene — - Descri¢ao do gene
Inicio Fim Inicio Fim

1421501 1546349 ENSBTAGO00000004595 GML 1513837 1542041 glycosylphosphatidylinositol anchored molecule

like

1421501 1546349 ENSBTAGO00000004596 TBC1D31 1503538 1508569 -

1421501 1546349 ENSBTAGO00000017040 LY6E 1422652 1426356 lymphocyte antigen 6 family member E
15367788 15407903 ENSBTAG00000020407 MTSS1 15383762 15553664 MTSS I-BAR domain containing 1
16664647 16695012 ENSBTAGO00000021156 TBC1D31 16631171 16698112 TBC1 domain family member 31
19921096 19962709 ENSBTAGO00000013227 SNAI2 19941415 19945016 snail family transcriptional repressor 2
27128043 27166761 ENSBTAG00000026283 ASPH 27016060 27203495 aspartate beta-hydroxylase
33899470 33954905 ENSBTAG00000020312 NCOA2 33837784 34119578 nuclear receptor coactivator 2
35511046 35591127 ENSBTAG00000048963 AOA3Q1MM58 BOVIN 35573943 35575232 -

42822301 42853303 ENSBTAG00000020099 STMN2 42811857 42870107 stathmin 2
51200087 51249961 ENSBTAGO00000038281 CSMD3 50969629 52273953 CUB and Sushi multiple domains 3

67307041 67337501 ENSBTAG00000011908 CPQ 66989157 67551536 carboxypeptidase Q
8228215 8259410 ENSBTAGO00000007823 TG 8217490 8453614 thyroglobulin
8228215 8259410 ENSBTAGO00000007828 SLA 8250306 8315788 Src like adaptor
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. Peso corporal a desmama I 1
= Exterior
= Saude
Altura corporal - 8
= Carne e Carcaga
= Leite Ganho médio diario _ 15

= Producao

= Reproducédo

peso corpors [ 5:

Figura Suplementar 1. QTLs presentes nas 20 janelas adjacentes para peso ao nascimento. A) porcentagem das classes de
QTLs. B) QTLs associados com o fendtipo.
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3,88

2

Peso corporal a desmama l 3

Altura corporal - 9
Ganho médio diario _ 21
Peso de carcaga _ 31

peso cororal - [ -

Figura Suplementar 2. QTLs presentes nas 20 janelas adjacentes para peso. A) porcentagem das classes de QTLs B)

QTLs associados com o fendétipo.



= Exterior

= Saude

= Carne e Carcaca
= Leite

= Producéo

= Reproducgéo

Peso corporal a desmama [ 2

Altura corporal [l 4

Ganho médio diario [ 17
Peso de carcaca [N 19

Peso corporal | 3o

62

Figura Suplementar 3. QTLs presentes nas 20 janelas adjacentes para peso ao sobreano. A) porcentagem das classes de

QTLs B) QTLs associados com o fenétipo.
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Figura Suplementar 4. Matriz de similaridade entre as GRM das classes funcionais no cromossomo 14 baseada na distancia

Euclidiana.
3UTR
3UTR 0,00

SUTR 1118,17
CDS 903,83
CpG 1048,09
Down 719,61
Exon 641,14
Intron 915,80
IncRNA 1340,21
Missense 995,04
Non 2107,86
Splice 1121,51
Syn 927,65
TFBS 1528,95
Up 798,49

SUTR
1118,17
0,00
885,35
1034,76
933,60
800,92
1124,61
1545,87
983,53
2158,21
1143,81
908,98
1370,78
872,33

CDS
903,83
885,35

0,00
773,19
637,83
345,08
863,31

1396,55
380,41
2037,23
836,29
294,16
1209,96
603,17

CpG
1048,09
1034,76

773,19
0,00
718,15
711,08
947,62
1488,07
890,75
2012,30
1071,09
845,17
1422,70
707,19

Down
719,61
933,60
637,83
718,15

0,00

452,46
602,82
1213,13
747,74
1904,76
911,77
706,64
1455,36
399,71

Exon Intron
641,14 915,80
800,92 1124,61
345,08 863,31
711,08 947,62
452,46 602,82
0,00 738,33
738,33 0,00
1281,44 1197,55
530,48 945,41
1924,94 1998,06
833,70 995,80
452,30 918,88
1253,20 1733,38
450,73 633,11

IncRNA
1340,21
1545,87
1396,55
1488,07
1213,13
1281,44
1197,55
0,00
1456,39
2185,98
1478,58
1416,34
1873,16
1208,61

Missense
995,04
983,53
380,41
890,75
747,74
530,48
945,41
1456,39

0,00
2088,43
920,34
611,35
1279,72
718,17

Non
2107,86
2158,21
2037,23
2012,30
1904,76
1924,94
1998,06
2185,98
2088,43

0,00
2100,01
2057,92
2284,89
1881,69

Splice
1121,51
1143,81

836,29
1071,09

911,77

833,70

995,80
1478,58

920,34
2100,01

0,00

859,87
1521,55

911,25

Syn
927,65
908,98
294,16
845,17
706,64
452,30
918,88
1416,34
611,35

2057,92
859,87

0,00
1200,92
673,23

TFBS
1528,95
1370,78
1209,96
1422,70
1455,36
1253,20
1733,38
1873,16
1279,72
2284,89
1521,55
1200,92

0,00
1331,02

Up
798,49
872,33
603,17
707,19
399,71
450,73
633,11
1208,61
718,17
1881,69
911,25
673,23
1331,02

0,00



