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ASSOCIACAO ENTRE AS VARIACOES NO NUMERO DE COPIAS NO GENOMA
DE BOVINOS NELORE COM CARACTERISTICAS QUALITATIVAS E
QUANTITATIVAS DA CARNE

RESUMO - Este estudo propds avaliar uma outra forma de detecgdo de
variacfes estruturais no genoma bovino, as variacbes no numero de copias CNVs, e
sua associagdo com caracteristicas de qualidade de carne. O capitulo 1 aborda
consideracdes gerais e revisdo de literatura das caracteristicas de qualidade da
carne e de sua inclusdo em estudos genbmicos, bem como a utilizacdo das
variacdes do numero de copias em estudos de associacdo com caracteristicas de
interesse econbmico para a agropecuaria brasileira. O capitulo 2 teve como objetivo
explorar diferentes softwares para avaliar diferencas na deteccdo de CNVs em uma
populacdo de bovinos da raca Nelore. A diferenca metodoldgica entre os softwares
pode ser a causa da diferenca de CNVR detectados em ambos os métodos. Os
grupos funcionais enriquecidos significativos foram relacionados a funcbes de
ligagcbes de ATP, bem como estruturas das membranas celulares e resposta do
sistema imunoldgico. A presenca de genes do tipo LOC também é bastante
interessante, pois estes sdo genes 0s quais ainda nao foram confirmadas sua fungéo
biologica, necessitando de mais estudos para a determinacdo da mesma. O estudo
de diferentes algoritmos na deteccdo de CNVRs pode divergir dependendo das
plataformas e metodologias aplicadas em cada software, como foi observado no
presente estudo. A sobreposicdo dos mesmos nos fornece maior confiabilidade na
deteccédo de regibes de CNVs. O capitulo 3 propds identificar regides no genoma de
bovinos da raca Nelore que apresentam variac6es no niumero de copias (CNV: Copy
Number Variation) e estudar a associacdo genética entre os CNVs com
caracteristicas quantitativas e qualitativas da carne. O enriqguecimento de genes das
regides de CNV revelaram processos biologicos que podem estar envolvidos na
gualidade de carne. Vérias regides genémicas foram associadas a QTL relacionadas
a deposicdo de gordura (FABP7) e contracdo muscular (SLC34A3, TRDN), matriz
extracelulares (INS e COL10Al), bem como genes transportadores de creatina
(SLC6A18 e SLC6A19) foram identificadas, além das respectivas vias metabdlicas.
Estas devem contribuir para consolidar caracteristicas que quando agregadas as
informacdes gendmicas, poderdo auxiliar a selecdo de Nelore (Bos indicus) em
relacdo a qualidade da carne. Aléem disso, as CNVRs podem ser usadas como
ferramenta auxiliar em futuros estudos de GWAS, cuja principal funcdo € procurar
mutac¢des causadoras informativas, que vao auxiliar o melhor entendimento dos
mecanismos de ac¢éo e a fisiologia de caracteristicas importantes. A sobreposicéo de
CNVs com SNPs aumenta as chances de encontrar regides mais confiaveis para a
deteccdo de QTLs relacionados com caracteristicas de interesse. Uma vez
detectadas as CNVRs podem ser inseridos em chips personalizados de baixa
densidade permitem avaliacdo genética rentavel e acessivel para os criadores.

Palavras-chave: algoritmos, deteccdo de CNVR, qualidade da carne, Nelore.



ASSOCIATION BETWEEN COPY NUMBERS VARIATIONS IN THE NELLORE
BOVINE GENOME WITH QUALITATIVE AND QUANTITATIVE TRAITS OF MEAT

Abstract - The aim of this study was to evaluate another way to detect
structural variations in bovine genome, the variations in CNVs number of copies and
its association with meat quality traits. Chapter 1 addresses general considerations
and literature review of meat quality traits and their inclusion in genomic studies, as
well as the use of variations in the number of copies in association studies with
characteristics of economic interest for Brazilian agribusiness. Chapter 2 aimed to
explore different softwares to evaluate differences in the detection of CNVs in a
population of Nellore cattle. The difference in methodologies between the softwares
can be the cause of the difference in CNVR detected in both methods. Significant
enriched functional groups were related to ATP binding functions, as well as cell
membrane structures and immune system response. The presence of genes of the
LOC type is also very interesting, since the biological function of these genes have
not been confirmed yet, requiring further studies to determine the same. The study of
different algorithms in CNVRs detection can differ depending on the applied platforms
and methodologies in each software, as it was observed in this study. The overlaps
can provide more reliability in the detection of CNVs regions. Chapter 3 proposed to
identify genome regions of Nellore cattle that presented variations in the number of
copies (CNV: copy number variation) and to study the genetic association of CNVs
with quantitative and qualitative traits in meat. The enrichment of CNV regions genes
revealed biological processes which can be involved in meat quality. Several
genomic regions were associated with QTL related to fat deposition (FABP7) and
muscle contraction (SLC34A3, TRDN), extracellular matrix (INS and COL10A1l), as
well as creatine transporter genes (SLC6A18 and SLC6A19) were identified, in
addition to their respective metabolic pathways. These regions should contribute to
consolidate characteristics that when added to genomic information may help the
selection of Nellore animals (Bos indicus) for meat quality. Furthermore, CNVRs can
be used as an auxiliary tool in further GWAS studies, which will help to better
understand the mechanisms of action and the physiology of important traits. The
overlap of CNVs with SNPs increases the chances of finding more reliable regions to
the detection of QTLs related to traits of interest. Once detected, the CNVRs can be
inserted in low-density customized chips allowing cost-effect and affordable genetic
evaluation for farmers.

Keywords: algorithms, CNVR detection, meat quality, Nellore



CAPITULO 1. Consideracbes gerais

1. Introducéo

O Brasil possui atualmente cerca de 197 milhdes de cabeca de gado e abateu
cerca de 40 milhdes de cabecas no ano de 2016, produzindo aproximadamente
8,243 mil toneladas, desse total exportou cerca de 1,911 mil toneladas de carne
(ANUALPEC,2016), onde os dez principais paises de destino da carne bovina in
natura brasileira, no 4° trimestre foram China (21,8% do total), Hong Kong (16,0%),
Ird (13,8%), Russia (13,3%), Chile (7,1%), Egito (4,8%), Italia (2,6%), Ardbia Saudita
(2,6%), Emirados Arabes Unidos (2,1%) e Filipinas (1,9%), que responderam juntos
por 86,1% da carne exportada. Porém, o mercador interno ainda é decisivo quando
se trata do consumo da carne bovina, uma vez que absorve 77.6% da producéo do
pais (ANUALPEC, 2016).

A comercializagdo de produtos carneos no mercado interno e externo tem
mostrado uma tendéncia crescente para fornecer garantias técnico-cientificas para
certificar ou garantir a seguranca alimentar, a qualidade dos produtos e seus
beneficios para a saude humana. A informacdo é uma chave para promover e
melhorar a comercializacdo de produtos carneos. Apesar desta tendéncia, no Brasil,
isto € uma preocupacéo recente, de modo que o posicionamento de nossos produtos
carneos no contexto nacional e internacional pode ser limitado se nao forem
tomadas estratégias apropriadas para diferenciar e valorizar o produto final.
Consequentemente, o pais deve promover estudos cientificos da avaliacdo dos
produtos céarneos, visando a producdo de informagdo objetiva em projetos

inovadores, que irA melhorar a competitividade da cadeia da carne no Brasil.



No entanto, um dos maiores problemas da industria da carne bovina no Brasil
reside na falta de uniformizacdo da idade de abate dos animais, de cobertura de
gordura e marmorizacao da carne, fatores estes que exercem grande influéncia na
gualidade da carne Segundo Faria et al. (2008). E diante destes fatores, para
atender os mercados interno e externo, existe a necessidade de produzir animais
gue tenham uma qualidade de carcaca adequada, apresentando entre outras
caracteristicas, maior rendimento de cortes comerciais e uma boa cobertura de
gordura. Atualmente, em busca de qualidade, os consumidores se deparam com
farta op¢cBes de produtos carneos diferenciados, identificagdo de cortes, preparos,
embalagens, identificacdo de origem e rotulagens de marcas ligadas aos sistemas
de criacao e as racas (CHAMPREDONDE et al., 2014; MAYSSONAVE et al., 2014).
Dessa forma, os criadores de bovinos brasileiros enfrentam o desafio de usar
ambientes e sistemas de producdo muito diversos para produzir produtos de carne
gue satisfacam as exigéncias do consumidor (PEREIRA et al.,2014).

No Brasil, a raca Nelore (Bos indicus) € a que possui 0 maior contingente
numeérico, devido a sua maior resisténcia a altas temperaturas, umidade e parasitas,
guando comparada as racas derivadas do gado europeu (Bos taurus) (BARROS et
al., 2006; HANSEN et al., 2004). Os resultados obtidos no Programa de Avaliacéo de
Germoplasma realizado no Meat Animal Research Center, onde foram avaliadas
diferentes racas de bovinos de corte para varias caracteristicas de importancia
econdmica (CUNDIFF, 2004), apontou que, apesar do Zebu e seus cruzamentos
demonstrarem maior adaptacdo ao meio ambiente e resisténcia a parasitas,
produziram carcagas com menor propor¢cado de gordura/magra, menor sensibilidade

da carne e menor porcentagem de gordura intramuscular do que as racas Bos



Taurus. Além disso, Parmigiani & Torres (2009) ressaltaram que a terminacdo dos
zebuinos a pasto e idade de abate tardia, leva o Brasil a produzir carne de qualidade
inferior quando comparada a qualidade de carne dos animais bos taurus
consideradas dura.

Estudos realizados em animais da racga Nelore identificaram que a maciez tem
herdabilidade baixa, Magalhaes et al. (2016) encontraram herdabilidade para maciez
da carne de 0,12 + 0,07 e Castro et al. (2014) de 0,11 + 0,02. Porém, por ser uma
caracteristica de grande importancia no setor produtivo, novas formas de avaliacdo
desta caracteristica estdo sendo exploradas. Braz et al., (2016) notaram que com a
adicdo dos dados genbmicos na avaliacdo foi possivel um acréscimo na
herdabilidade para maciez (0,29 £+ 0,05), sugerindo que a selecdo baseada em
marcadores genéticos pode ser efetiva para o melhoramento da maciez da carne.
Além da maciez, caracteristicas como éarea de olho de lombo, acabamento, e
marmoreio também tém sido exploradas com intuito de atender o complexo sistema
de producéo de carne de qualidade. O custo na obtencdo dessas informacdes,
entretanto, limita sua utilizagdo em programas de melhoramento e sua sele¢cdao. A
determinacdo de critérios de selecdo diretos ou indiretos para caracteristicas de
gualidade de carne ainda € um desafio a ser vencido pela pesquisa. Apesar de ainda
existir uma distancia entre a selecdo, a producao pecuaria e o mercado de carne, 0s
elos devem tentar se aproximar para melhorar esta integracdo e coordenacédo da
cadeia produtiva com o Unico objetivo de atender as necessidades do consumidor.

O sequenciamento do genoma bovino trouxe a descoberta de milhares de
marcadores genéticos do tipo SNP (polimorfismos de base (nica), além do

desenvolvimento de subconjuntos SNP que podem caracterizar o genoma bovino



com uma maior abrangéncia e a um menor custo (MATUKUMALLI et al., 2009).
Inicialmente, os microarranjos de SNP foram projetadas para genotipar milhares de
SNPs em todo o genoma simultaneamente e suas aplicagcdes agora se expandiram
para incluir uma forma de variacdo gendmica estrutural, que tem conquistado o
interesse em estudos gendmicos, conhecida como variagdo no numero de cépias
(CNV, do inglés Copy number variation). As CNVs compreendem em insercgoes,
delecdes e duplicacdes no DNA, com comprimento variavel, de 1kb a 5 Mb (TUZUN
et al.,2004; SHARP et al.,2005; FEUK et al., 2006; FREEMAN et al., 2006; REDON
et al.,2006; ZHANG et al.,, 2009), também podem apresentar inversdes e
translocacdes no genoma (SCHERER et al. 2007). Estimar o ponto de quebra do loci
e 0 numero de cOpias sao sempre desejaveis (DUAN et al.,, 2013), ou seja, a
variacdo do nimero de copia existe quando um individuo tem uma ou mais dele¢cbes
ou duplicagcdes em um segmento de DNA no genoma, o0 que resulta num namero
diferente de copias (BREHENY et al., 2012).

Os microarranjos de CNV explicam além dos SNPs, pois permitem maior
exploracéo do genoma para fontes de variabilidade para explicar o forte componente
genético de véarios fendbmenos de interesse econdmico. Principalmente pelo fato de
gue eles representam maior variacdo genética entre o genoma de diferentes
individuos, em termos de bases totais envolvidas, e ttm uma taxa de mutacdo por
locus maior do que SNPs (LOCKE et al., 2006). Desta forma, a analise e
caracterizacdo sistematica das CNVs melhoram a compreensdo da variacéo
genética e é uma ferramenta importante para determinar o papel das CNV na

herdabilidade de caracteristicas complexas (LIU et al., 2013). Com a diversidade de



abordagens e opc¢les de analise é importante estudar o método é mais adequado
para as necessidades especificas de cada experimento.

A compreensdo da base genética das diferencas nas caracteristicas
produtivas e funcionais em bovinos tem grande importancia econémica e biolégica.
No entanto, relativamente poucos estudos tém investigado CNVs em bovinos
(IBEAGHA-AWEMU, et al. 2008, BICKHART et al.,, 2012), principalmente em
zebuinos. Dessa forma, o conhecimento de como os CNVs contribui para a variacédo
fenotipica de caracteristicas de importancia econémica em bovinos ainda é pouco
conhecido, quando comparado com humanos e outros organismos-modelo. Em
funcdo do limitado nimero de estudos e da crescente busca por produtos de melhor
gualidade e mais saudaveis, sdo indispensaveis o desenvolvimento de trabalhos que
utiizam informacBes gendmica visando estudar a arquitetura genética da
caracteristica e melhorar a qualidade da carne em bovinos da raca Nelore.
Considerando a herdabilidade dos CNVs e as suas elevadas taxas de mutacao, €
possivel que CNVs estejam associados ou afetar as caracteristicas economicamente
importantes sob sele¢céo recente (BICKHART et al., 2012). Além disto, € importante
implementar metodologias de selecdo que incluam informacdes gendmicas para a
aplicacdo dos resultados nas condicdbes de producdo de carne do Brasil,
particularmente, devido tanto a diferencas genéticas, como ambientais (clima e
manejo) dos rebanhos em relacéo aos de outros paises de clima temperado, em que
essas informacdes gendmicas ja vém sendo obtidas e utilizadas nas avaliacdes
geneéticas.

Neste sentido o objetivo do presente estudo foi identificar regiées no genoma

de bovinos da raca Nelore que apresentam variacées no numero de copias (CNV:



Copy Number Variation) e estudar a associacdo genética entre os CNVs com
caracteristicas quantitativas e qualitativas da carne, sendo elas: forca de
cisalhamento, &rea de olho de lombo, marmoreio, intensidade de cor a*, intensidade
de cor b* e luminosidade, bem como avaliar diferentes métodos de deteccdo de

CNVs.

2.Revisao de Literatura

A carne bovina é considerada um alimento altamente nutritivo, sendo uma
fonte importante de proteinas, micronutrientes e vitaminas do complexo B, porém a
mesma apresenta um alto teor de gordura com composi¢do indesejavel, como alta
porcentagem de &cidos graxos saturados. Nos ultimos anos, as demandas dos
consumidores por carne e derivados de maior qualidade com niveis reduzidos de
gordura, colesterol, cloreto de sodio (NaCl), nitrito, e composicdo melhorada do perfil
de acidos graxos tem aumentado rapidamente em todo o mundo (SCOLLAN et al,
2006; HOCQUETTE et al, 2012; CARVALHO et al, 2013). Em especifico, no caso da
carne, os atributos qualitativos mais observados estdo associados a palatabilidade
(maciez, textura, sabor e suculéncia) e a aparéncia (cor, firmeza e marmorizacéo),
sendo estes observados por meio de caracteristicas fisico-quimicas obtidas no
musculo Longissimus thoracis (PINHEIRO et al., 2009).

Para compreender os atributos que influenciam a qualidade da carne é
necessario primeiramente ter o conhecimento da estrutura da carne e seus
constituintes béasicos, bem como compreender como se da a transformacdo do

musculo em carne (rigor mortis).



2.1 Caracteristicas quantitativas e qualitativas

2.1.1 Area de Olho de Lombo

A medida de area de olho de lombo (AOL) é utilizada como indicador da
composicdo da carcaca, existindo uma correlacdo positiva entre elas e a porcao
comestivel da carcaca (LUCHIARI FILHO, 2000). Segundo Silva et al. (2003), a AOL
apresenta alta correlacdo com o rendimento de cortes nobres da carcaca.

Estudos realizados por Fernandes Janior et al. (2016), indicaram a existéncia
de variabilidade genética baixa para esta caracteristica (h?=0,2+0.1) e utilizando a
metodologia do single-step onde identificaram janelas SNPs que em conjunto
explicaram 8,72% da variancia genética desta carateristica. Bonin et al. (2014),
compararam valores médios de DEP de touros das principais linhagens da raca
Nelore no Brasil e concluiram que a utilizacdo de touros geneticamente superiores
foram capazes de acrescentar, em média, +0,10cm? na area de olho de lombo em
seus descendentes, existindo, portanto, uma variabilidade entre touros destas racas

para aumento da AOL.

2.1.2 Intensidade de Cor

Por ser um atributo visual, a cor da carne é o primeiro critério utilizado pelo
consumidor no momento da compra (MUCHENJE et al. 2009). Normalmente, os
consumidores de carne bovina, mesmo que incorretamente, associam carnes de
cores mais claras com animais mais jovens (KUSS et al. 2010). De acordo com

Gomide et al. (2013), cor é o resultado da absorcdo e reflexdo da luz polarizada



sobre os pigmentos de uma superficie ou alimento sendo que na carne 0s principais
pigmentos associados com a cor sdo a mioglobina (Mb) e a hemoglobina (Hb),
sendo a mioglobina o pigmento mais importante.

A variacdo na coloracdo dos mdusculos das carcacas € causada pela
mioglobina presente no sarcoplasma (citoplasma) das fibras musculares, e depende
de vérios fatores como espécie, idade do animal, localizagdo anatdmica do musculo
e sistemas de alimentacdo. A hemoglobina das células vermelhas traz o oxigénio
para os capilares na superficie muscular, e a partir desse ponto o transporte do
oxigénio para o interior da fibra é realizado pela mioglobina, ou seja, a mioglobina
(vermelho purpura) retém o oxigénio nos tecidos e transforma-se em oximioglobina
gue tem tonalidade vermelho brilhante, quando sofre oxidag&o vira metamioglobina
com tonalidade vermelho marrom (LUCHIARI FILHO, 2000). Outras variaveis como
condicdes pré-abate, estado de oxigenacdo e oxidagcdo do musculo também
interferem na coloragéo final da carne (ABRIL et al. 2001).

Pratt et al. (2013), em estudo com 10 diferentes racas bovinas (Simbrah,
Simmental, Santa Gertrudis, Saler, Parthenais, Hotlander, Red Angus, Angus,
Waygu, and Brahman) e observaram que as caracteristicas intensidade de
vermelho (a*) e intensidade de amarelo (b*) e luminosidade (L*) ndo sO apresentam
variabilidade genética, herdabilidades de 0,29 + 0,115; 0,28 + 0,120 e 0,09 £ 0,087,
respectivamente, como também foram moderadamente correlacionadas com a
maciez da carne. Tal fato indica que as caracteristicas de intensidade de cor podem
responder a sele¢do, como também auxiliam na seleg&o indireta de caracteristicas

de interesse econdmico, como é o caso da maciez.



2.1.3Maciez

Muitos sdo os efeitos relacionados a variagcdo na maciez, dentre eles estdo
fatores ante mortem ou intrinsecos ligados a genética/racas, sexo do animal,
alimentacao, idade ao abate, comprimento do sarcémero, presenca e quantidade de
tecido conjuntivo, deposicao de gordura intramuscular (marmorizacdo) e fatores post
mortem ou extrinsecos como estimulacdo elétrica, rigor mortis, temperatura de
resfriamento, tempo de maturacéo da carcaca, além dos efeitos causados pela acéo
de enzimas proteoliticas nas fibras musculares (BELEW et al.,, 2003). Segundo
Gomide et al. (2013), musculos que apresentam um feixe de fibras grande, envoltos
por tecido conectivo séo ditos de textura grosseira, ou seja, possuem menor maciez.

Animais zebuinos apresentam maiores concentracdes calpastatina no
musculo quando comparado aos taurinos 0 que destaca a menor maciez na carne
desses animais (WHEELER et al., 1990). Tal fato € confirmado em pesquisas que
demonstram que a maior concentracdo de calpastatina na estrutura da carne de
zebuinos, contribui na reducdo da maciez da carne deste gendtipo em relacdo aos
taurinos (SILVEIRA et al., 2009), da mesma forma, Rubensam et al., (1998)
comprovaram atividade de calpastatina elevada no musculo do gado zebuino, o que
acarreta na inibicdo da acéo das calpainas, diminuindo a degradacdo das proteinas
miofibrilares durante o processo de maturagdo reduzindo assim a maciez. As
calpainas sdo enzimas naturalmente presentes nos musculos de todas as espécies
animais, como o sistema enzimatico responsavel pela degradagdo das proteinas
musculares (protedlise), que conduz a tenderizacdo da carne. Tal sistema é formado
pelas calpainas | e Il, ativadas pelo calcio livre. Entretanto, estas enzimas tém sua

atividade proteolitica controlada por inibidor, também naturalmente presente nos
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musculos, denominado calpastatina. Esta impede que as calpainas degradem as
proteinas musculares por ocasido da estocagem das carcacas. A atividade de
calpastatina nos musculos de animais explica grande parte das diferencas de maciez
observadas entre diferentes espécies animais, principalmente entre Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus.

Estudos tém demonstrado que a medida que aumenta a propor¢ao de sangue
dos Bos taurus indicus nos cruzamentos, aumentam os coeficientes de dureza da
carne e maior serd a variabilidade nesta maciez, ressaltando que o uso de racas
zebuinas (Bos indicus) é largamente empregado para producéo de carne no Brasil e
em outros paises de clima tropical e subtropical (KOOHMARAIE et al., 1990;
WHEELER et al., 1991; EMPRAPA, 2000).

Quando comparado a mesticos Bos taurus, animais zebuinos, como o Nelore,
apresentam qualidade inferior de carcaca e carne, conforme determinado por
escores de marmoreio e forga de cisalhamento realizados por Pereira et al., (2014).
Estes mesmos autores também demonstraram que existe uma variabilidade
fenotipica consideravel para caracteristicas de carne e carcaca dentro da raca
Nelore onde varios reprodutores tém uma propor¢do de sua progénie comparavel
em termos de maciez de carne aos de Angus. Esta variabilidade também foi
confirmada por Baldi et al. (2013) e Ferriani et al. (2013).

Em estudo com animais da raca Nelore, Tiziotto et al. (2013), descobriram
gue caracteristicas de qualidade da carne séo principalmente influenciadas por QTLs
de pequeno efeito e que nenhuma genes de grande efeito, como a CAPN1 e CAST
foram detectados, indicando que a auséncia destes genes nos zebus podem ser a

causa da diferenca de maciez entre as ragas taurina e zebuina.
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2.1.4 Marmoreio

Outra caracteristica importante para a qualidade de carne € o marmoreio,
associado principalmente a palatabilidade e suculéncia. Animais de origem zebuina
normalmente apresentam baixo indice de marmorizacdo, sendo necessario 0
aprimoramento dessa caracteristica (FERNANDEZ et Al., 1999, MAGOLSKI et al.,
2013). A suculéncia e o sabor da carne estdo relacionados com a gordura
entremeada (a marmorizacdo), a qual aumenta com a idade e o acabamento do
animal. Estas caracteristicas séo influenciadas pelos mesmos fatores que afetam o
rendimento de carcaca do animal, isto é: a idade, o gendétipo, 0 sexo, 0 uso de
anabolizantes, e a alimentacdo (Sainz et al., 2001). A marmorizacdo esta
diretamente relacionada a palatabilidade e a suculéncia da carne (STRONG, 2004;
PLATER et al.,, 2003). Contudo, a carne de animais de racas zebuinas é
nutricionalmente mais saudavel em comparacdo com a carne de animais da racas
taurinas, e quando consumida em quantidades moderadas nao deveria trazer
problemas a saude humana (HUERTA-LEIDENZ et al., 1993 e 1996; PERRY et al.
,1998; ROSSATO et al., 2010). Neste sentido, em estudo de estimacdo de
correlacdes genéticas entre perfil de acidos graxos com caracteristicas de qualidade
da carne em animais da raca Nelore, Feitosa et al. (2016), indicaram que a selec&o
de animais para aumentar o nivel de gordura entremeada no musculo Longissimus
thoracis (marmoreio) pode diminui a qualidade alimentar e nutricional da carne de
animais da raca Nelore. Isto é, a selecdo para aumentar o nivel de gordura
entremeada pode causar a diminuicdo da concentracdo de 4&cidos graxos

poliinsaturados e as séries mega 3 e 6mega 6, benéficos a saude e aumentara os

niveis de acidos graxos saturados e monoinsaturados, que sao prejudiciais.
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Riley et al. (2002), Smith et al. (2007) e Tonussi et al. (2015) relataram
herdabilidades de 0.37, 0.44 e 0,28 respectivamente, para marmoreio em animais
Bos indicus. Deve-se notar que essa caracteristica ndo pode ser medida diretamente
no animal a ser selecionado e, portanto, ndo estédo sujeitos a selecao direta. Estudo
realizado por Magalhdes et al. (2016) realizaram andlises de GWAS para as
caracteristicas de maciez e marmoreio, demonstraram a existéncia de variabilidade
genética para o marmoreio (h?=0.1+0.07), onde as janelas de SNP encontradas
explicaram 3,89% da variancia genética aditiva para esta caracteristica. O estudo
dessas regides no gado Nelore é o primeiro passo na identificacdo de mutacdes

causais que contribuirdo para a avaliacdo genética da raca.

2.2 Genbmica na Qualidade da Carne

2.2.1. Breve histérico

O sequenciamento do genoma bovino trouxe a descoberta de milhares de
marcadores genéticos do tipo SNP (polimorfismos de base (nica), além do
desenvolvimento de subconjuntos SNP que podem caracterizar o genoma bovino
com uma maior abrangéncia e a um menor custo (MATUKUMALLI et al., 2009). Nos
ultimos anos, o foco da comunidade cientifica no estudo de polimorfismos de base
Unica (SNP) para avaliar a variagdo genética em bovinos tem promovido o uso da
genotipagem utilizando arranjos com milhares de loci espalhados por todo o genoma
(por exemplo, Illlumina High-Density Bovine BeadChip com 777.000 SNP
informativos). Com este tipo de arranjo € possivel genotipar centenas de individuos

para milhares de marcadores a um custo acessivel. A descoberta dos CNVs no
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genoma de bovinos (LIU et al., 2008; MATUKUMALLI et al., 2009; FADISTA et al.,
2010), junto ao seu potencial em provocar variagbes em caracteristicas
economicamente importantes, torna-se um fator importante para a predicdo dos
valores genéticos, pois captura os efeitos dos CNV sobre o fenétipo. As informacdes
obtidas nos arranjos de SNPs permitem que os CNVs sejam investigados em

estudos de larga escala.

2.2.2 Variacao no numero de coépias (CNVSs)

Os CNVs mostraram ser importantes em explicar a variabilidade fenotipica de
caracteristicas produtivas bem como a susceptibilidade a doencas (FEUK et al.,
2006; ZHANG et al., 2009). Sao definidos como um segmento de DNA que tem 1 kb
ou mais de comprimento e esta presente em um numero de cépias variaveis em
comparacao com o genoma de referéncia (FEUK et al., 2006). Variagcdes gendmicas
estruturais sdo compostas principalmente de variagdes no numero de cépias (CNV)
na forma de insercdes e delecbes de grande escala, bem como inversdes e
translocacdes (SCHERER et al. 2007). Historicamente, estas variacbes genémicas
(insercbes, duplicacbes, delecdes, inversdes e translocacdes de DNA), conhecidas
por estarem presente em genomas de animais, eram consideradas eventos raros e
muitas vezes associadas com doencas (BRIDGES, 1936; LEJEUNE et al., 1959).
Este conceito mudou em 2004, quando dois grupos de pesquisadores publicaram o0s
primeiros mapas do genoma de coOpia numero variagdo em individuos
aparentemente saudaveis (SEBAT et al.,2004; IAFRATE et al.,, 2004). As
informagbes obtidas nos arranjos de SNPs permitem que os CNVs sejam

investigados em estudos de larga escala.
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Varias estratégias para testar a associacdo de CNVs com a variagcdo
fenotipica tém sido propostas, porém cada estratégia pode ser dividida em duas
fases (BREHENY et al., 2012). Na primeira fase, chamada de teste de CNV ou fase |
(CNV calling), consiste em estimar o numero de coépias presentes em todos 0s
segmentos do genoma para cada individuo. J&, na fase Il consiste em realizar um
teste de associacdo genética em cada segmento para o qual existe variabilidade no
namero de coépias. Recentemente, Breheny et al. (2012) discutiram varias
abordagens estatisticas para a realizacdo de estudos de associacdo genética
utilizando as variagbes no numero de coOpias como marcadores. Os autores
relataram que a utilizagcdo de CNVs nos estudos de associacédo tem maior poder de
detectar associagBes em comparacao com a utilizacdo de marcadores unicos (SNP),
especialmente quando os CNVs envolveram segmentos longos e em baixa

frequéncia.

2.2.3 Metodologias aplicadas

Existem varias técnicas para mensurar a variagdo no numero de copias,
incluindo o conjunto de hibridizacdo gen6mica comparativa e sequenciamento de
proxima geracdo (BREHENY et al., 2012). Diversas ferramentas utilizadas para a
deteccdo de CNV, que foram originalmente desenvolvidas para o arranjo de CGH,
tém sido modificados para analises de arranjos com SNP. No entanto, esses
métodos normalmente ndo consideram informacdo de BAF, que € a fonte preferida
de dados utilizada para detectar CNV com dados de SNP. Inicialmente, as matrizes
SNP foram projetadas para genotipar milhares de SNPs em todo o genoma

simultaneamente. Suas aplicacdes agora se expandiram para incluir a deteccéo
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CNV usando informacgdes adicionais, como o sinal de hibridagdo da sonda em cada
chip individual (XU et al., 2013). Em comparacdo com o método de alta resolugéo
de arranjos comparativos gendmicos de hibridizagao (array CGH: array-comparative
genomic hybridization), os painéis ou arranjos com milhares de SNP € um método
gue detecta alterac6es no numero de copias ao nivel de 5-10 kb, e tém a vantagem
de proporcionar para os dois alelos as intensidades normalizadas (relagdo Log R -
LRR), a relacdo das intensidades alélicas (frequéncia do alelo B - BAF) e uma
melhor estimativa da perda de heterozigose (LOH), tornando a deteccdo CNV mais
robusta. Varios algoritmos sdo capazes de detectar CNVs a partir da intensidade do
sinal fluorescente dos arranjos de SNPs. Cicconardi et al. (2013) aplicaram os dois
algoritmos mais comumente usados para a identificacdo de CNVs, os
implementados no software QuantiSNP (COLELLA et al., 2013) e PennCNV (WANG
et al., 2007), para investigar a presenca de CNVs no genoma de cinco racas Bos
taurus.

Varios mapas de CNV para bovinos foram construidos utilizando diferentes
métodos (FADISTA et al., 2010; BAE et al., 2010; LIU et al., 2010; HOU et al., 2011;
BICKHART et al., 2012) e técnicas para medir a variagdo no numero de copias,
incluindo o conjunto de hibridizacdo gendmica comparativa e sequenciamento de
proxima geracado (BREHENY et al., 2012). Em comparagdo com 0 método de alta
resolucado de arranjos comparativos gendmicos de hibridizacdo (array CGH: array-
comparative genomic hybridization), os painéis ou arranjos com milhares de SNP &
um meétodo que detecta alteracdes no numero de copias ao nivel de 5-10 kb, e tém a
vantagem de proporcionar para os dois alelos as intensidades normalizadas (relacao

Log R - LRR), a relacdo das intensidades alélicas (frequéncia do alelo B - BAF) e
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uma melhor estimativa da perda de heterozigose (LOH), tornando a deteccdo CNV
mais robusta.

Comparado com polimorfismos de nucleotideo de base uUnica (SNPs), os
CNVs envolvem mais sequéncias genémicas e tém efeitos potencialmente maiores,
incluindo mudancas na estrutura do gene e na dosagem, alternando a regulacéo
génica, e expondo alelos recessivos (ZHANG et al., 2009; WEISCHENFELD et al.,
2013). Estudos em humanos e ratos descobriram que os CNVs capturam entre 18 a
30% da variacdo genética (HENRICHSEN et al., 2009). Dessa forma, os
microarranjos de CNV permitem a exploragdo do genoma para fontes de
variabilidade capazes de explicar o forte componente genético de varios fendmenos
de interesse econdmico além do que os SNPs explicam. Principalmente por
representam mais diferencas entre individuos, em termos de bases totais envolvidas,
e tém uma taxa de mutagcdo por locus maior do que SNPs (LOCKE et al., 2006).
Desta forma, a andlise e caracterizacdo sisteméatica das CNVs melhoram a
compreensao da variacdo genética e € uma ferramenta importante para determinar o
papel das CNV na herdabilidade de caracteristicas complexas (LIU et al., 2013).

Com a diversidade de abordagens e opcbes de andlise € importante para
decidir sobre qual método é mais adequado para as necessidades especificas de
cada experimento. Os CNVs mostram ser funcionalmente ativos em seres humanos
(KADRI et al.,, 2012). Os mesmos sdo responsaveis por alteracdes fenotipicas,
alterando a dosagem do gene e as sequéncias codificantes além de modificar a
regulacéo génica (STRANGER et al., 2007).

Alguns estudos tém identificado regides de CNVs no genoma de bovinos, Liu

et al. (2008) utilizaram trés touros Holstein e identificaram 25 CNVs por meio de
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arranjos comparativos gendmicos de hibridizacdo (CGH array). Recentemente, foi
relatado, um levantamento sistematico mais amplo de CNV em 90 bovinos com
CGH, onde foram identificados mais de 200 CNV (LIU et al., 2010). Fadista et al.
(2010) informou recentemente 304 regides de CNV em 20 animais de quatro racas
bovinas utilizando arranjos comparativos genémicos de hibridizacdo (CGH array).
Além de experimentos de arranjos de CGH, novas evidéncias de CNV no genoma de
bovinos surgiram a partir dos resultados de genotipagem, onde a partir de amostras
do Consorcio HapMap bovina (mais de 500 animais de varias racas bovinas), onde
foram identificadas 79 delec¢des candidatas (MATUKUMALLI et al., 2009). Hou et al.
(2011) reanalisaram os dados de genotipagem do consorcio do Bovine HapMap e
identificaram 682 regides de CNV em 521 animais de 21 racas diferentes, cobrindo
139,8 Mb (~ 4,60%) do genoma. Um estudo recente relatou 368 regides de CNV em
265 bovinos Hanwoo coreano utilizando dados de genotipagem baseados no

BovineSNP50 (Bae et al., 2010).

2.2.4 Estudos de associacdo com CNVs

As CNVs mostraram ser importantes para explicar a variabilidade fenotipica
em muitos animais domeésticos, como vacas, cavalos, porcos, ovelhas, galinhas,
coelhos e cachorros. Fontanesi et.al. (2010), trabalharam com ovinos de diferentes
racas utilizando racas e identificaram regides de CNVs em comum entre 0s animais
e apoés compararem com CNVRs outras espécies (bovinos e caprinos) observaram
sobreposicdes significativas. Ainda em estudos com ovinos, Liu etal. (2013),

analisaram os CNVs do genoma de 3 racas diferentes utilizando o Ovine SNP50
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BeadChip, onde relataram novas descobertas que auxiliaram a compreensao do
genoma ovino.

Fadista et al. (2010) e Sessouri et al., (2010), compararam diferentes
algoritmos para detectar CNVs em bovinos e concluiram que a combinacdo dos
métodos possibilitou a deteccdo mais sensivel e facilitou a identificagdo possiveis de
seus efeitos na genética bovina. Contudo, salientaram que metodologias
anteriormente aplicadas no gado possuem limitacdes, indicando que ainda sé&o
necessarios maiores estudos para a padronizacdo dos métodos de deteccdo de
CNVs e seus possiveis efeitos sobre caracteristicas de interesse econdmico. Jiang
et al.,(2013), demonstraram que o uso de matriz SNP de alta densidade pode
melhorar significativamente a precisdo e a sensibilidade das chamadas CNV e que
integrar de diferentes plataformas pode melhorar a deteccdo de variantes de
estrutura gendmica em bovinos Duan et al. (2013) e Cicconardi et al. (2013)
realizaram estudos comparativos entre diferentes métodos de detec¢do de CNVs em
bovinos e demonstraram que a avaliagdo das performances dos métodos de
deteccdo de CNVs podem auxiliar os pesquisadores a escolher o melhor método e
estabeleceram bases para testar a influéncia das CNVs em caracteristicas
funcionais e de producéao do Bos Taurus.

Nos ultimos anos varios estudos de associacdo com CNVs e caracteristicas
de producéo e qualidade de carne em bovinos Nelore foram realizados. Silva et al.
(2016) em estudo de associagdo de CNVs com maciez da carne de bovinos Nelore,
encontraram um total de 1,155 CNVR que se sobrepuseram em 2,750 genes, que
foram enriquecidos em processos envolvendo guanosenterossulfato (GTP),

previamente relatados por influenciar a fisiologia e morfologia do musculo
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esquelético. Além disso, duas CNVRs foram identificadas proxima dos genes do
metabolismo da glutationa que foi previamente associado a maciez da carne. Em
outro estudo também em Nelores, Zhou et al. (2016) realizaram GWAS entre as
CNVs detectadas e caracteristicas de crescimento e identificaram sobreposto em
uma das regides significativas o gene KCNJ12, um candidato funcional para o
desenvolvimento muscular e desempenha papéis criticos em caracteristicas de
musculatura. Em estudo de associacao entre as regides de variacdo do numero de
copias (CNVR) e fendtipos de perfil de acidos graxos, Lemos et al. (2016) utilizaram
0 mesmo banco de dados do presente estudo e detectaram um grande numero de
CNVRs e ap0s a prospeccao de genes para estas regides foram identificados genes
associados ao perfil de &cidos graxos que ajudaram a compreender o mecanismo
genético que influéncia o perfil de acidos graxos da gordura intramuscular no gado

Nelore.
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Capitulo 2. Estudo de diferentes métodos para a deteccéo de regides com

variagcdes no numero de cépias (CNVRs) em uma populacéo de bovinos Nelore.

Resumo: Este estudo teve como objetivo explorar diferentes metodologias para
avaliar a deteccdo de CNVs em uma populacdo de bovinos da raca Nelore. Foram
utilizados entre 3974 animais da raga Nelore terminados em confinamento Para a
genotipagem dos animais foi utilizado um painel com 777.962 SNP do BovineSNP
BeadChip (High-Density Bovine BeadChip). Para a deteccdo de CNVs foram
testados dois diferentes softwares, sendo eles: PennCNV que por meio de um
algoritmo, baseado nos modelos ocultos de Markov identifica os CNVs, incorpora
multiplas fontes de informacéo a partir dos dados de cada SNP, a distancia entre
SNPs vizinhos e a frequéncia alélica de cada SNP na populacdo. Apos a deteccao
das CNVs, elas foram utilizados para a determinacdo dos CNVRs utilizando o
software CNVRuler; e o Golden Helix SVS 8.3.0, que emprega um poderoso
algoritmo de segmentacdo chamado Método de Analise de Numero de Copia
(CNAM) usando programagéao dinamica para detectar CNVs herdadas e de novo em
uma base por amostra (univariada) e multi-amostra (multivariada). A fim de avaliar o
desempenho dos softwares, os resultados obtidos apds a identificacdo dos CNVRs
em ambos os softwares foram sobrepostos para determinar as regides que se
sobrepde, possibilitando avaliar a eficacia de cada um deles. Para isso utilizamos
software “BEDTools”. Apds busca através do algoritmo PennCNV, um total de
13.765 CNVs foram identificados, com comprimento médio de médio porte
185.640,68bp, com um maximo de 4.395.339bp e um minimo de 50.001lbp. e
mostraram um total de 982 CNVR distribuidas em todos os 29 cromossomos da
populacdo sob estudo. Apds a realizacdo da segmentacao, no software Golden Helix
SVS 8.3.0 um total de 788 segmentos de CNVs foram identificados, estes foram
submetidos a um controle de qualidade que exclui segmentos maiores de 5Mb e
com frequéncia menor de 5%, restando 189 segmentos de CNV com comprimento
meédio de médio porte 704.786 bp, com um maximo de 4.972.890 bp e um minimo de
775 bp. ApGs a sobreposicdo das regides encontradas em ambos os softwares
podemos observar um total de 43 regibes concordantes entre eles. A diferenca
metodoldgica entre os softwares pode ser a causa da diferenca de CNVR detectados
em ambos os métodos. Os grupos funcionais enriquecidos significativos foram
relacionados a funcdes de ligacbes de ATP, bem como estruturas das membranas
celulares e resposta do sistema imunolégico. A presenca de genes do tipo LOC
também é bastante interessante, pois estes sdo genes 0s quais ainda nao foram
confirmadas sua funcdo biolégica, necessitando de mais estudos para a
determinacdo da mesma. O estudo de diferentes algoritmos na deteccdo de CNVRs
pode divergir dependendo das plataformas e metodologias aplicadas em cada
software, como foi observado no presente estudo. A sobreposicdo dos mesmos nos
fornece maior confiabilidade na deteccéo de regides de CNVs. No presente estudo
apenas foram detectadas as CNVRs, sem associa-las com fenétipos de interesse,
acreditamos que o enriguecimento dos genes em regifes sobrepostas ja associadas
a fenotipos de interesse podera fornecer informagBes Uteis nos estudos de
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associacao, viabilizando um ponto de partida mais confiavel para a validacdo dos
resultados.

Palavras-chave: algoritmos, Golden Helix SVS, pennCNV sobreposi¢do de CNVRs.

l.Introducéo

A descoberta das variagbes no numero de cépias (CNV) no genoma de
bovinos (LIU et al., 2008; MATUKUMALLI et al., 2009; FADISTA et al., 2010), junto
ao seu potencial em identificar variacbes em caracteristicas de interesse econdémico,
tornou-se uma importante ferramenta para a predicdo dos valores genéticos, pois
captura efeitos sobre o fenétipo e possibilita explicar a variabilidade fenotipica de
caracteristicas produtivas bem como a susceptibilidade a doencas. Caracterizada
pelo ponto de quebra do loci (pontos de inicio e terminacdo), copias de comprimento
simples e numero de copias, referindo-se a duplicacdes ou dele¢cbes em segmentos
de DNA maiores de 1 kb (FREEMAN et al., 2006), a variacdo no numero de coépias
(CNV, do inglés Copy number variation), conquistou o interesse em estudos
gendmicos.

Diversas ferramentas utilizadas para a deteccdo de CNV, que foram
originalmente desenvolvidas para o0s arranjos comparativos genémicos de
hibridizacdo (CGH), tém sido modificadas para analises de arranjos com SNP. Em
sua maioria, os métodos ndo consideram informacgéo da frequéncia do alelo B (BAF),
que é a principal fonte de dados utilizada na deteccdo de CNV a partir de
informagdes de SNP. Inicialmente, as matrizes SNP foram projetadas para genotipar
milhares de SNPs em todo o genoma simultaneamente. Suas aplicagdes agora se
expandiram para incluir a deteccdo de CNV usando informag¢des adicionais, como o

sinal de hibridacdo da sonda em cada chip individual (XU et al., 2013). Varios
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mapas de CNV para bovinos foram construidos utilizando diferentes métodos
(FADISTA et al., 2010; BAE et al.,, 2010; LIU et al., 2010; HOU et al.,, 2011;
BICKHART et al., 2012) e técnicas para medir a variagdo no numero de cépias,
incluindo o conjunto de hibridizagcdo gendmica comparativa e sequenciamento de
proxima geracdo (BREHENY et al., 2012). Em compara¢do com o método de alta
resolucéo de arranjos CGH, os painéis ou arranjos com milhares de SNP detectam
alteracbes no numero de copias ao nivel de 5 a 10 kb, e tém a vantagem de
proporcionar para os dois alelos as intensidades normalizadas (relacdo Log R -
LRR), a relacdo das intensidades alélicas (frequéncia do alelo B - BAF) e uma
melhor estimativa da perda de heterozigose (LOH), tornando a deteccdo CNV mais
robusta.

Comparado aos SNPs, os CNVs envolvem mais sequéncias gendmicas e tém
efeitos potencialmente maiores, incluindo mudancas na estrutura do gene e na
dosagem, alternando a regulagéo génica, e expondo alelos recessivos (ZHANG et al.
2009). Dessa forma, os microarranjos de CNV permitem a exploracdo do genoma
para fontes de variacdo capazes de explicar o forte componente genético de varios
fendmenos de interesse econémico além do que os SNPs explicam. Principalmente
por representam mais diferencas entre individuos, em termos de bases totais
envolvidas, e tém uma taxa de mutacéo por locus maior do que SNPs (LOCKE et al.,
2006). As analises de estrutura populacional baseadas em CNVs humanas revelam
resultados amplamente consistentes com aqueles baseados em SNP de similar
numero (JACKOBSSON et al., 2008). Por exemplo, com base em matrizes de
gendtipos hibridas, até 90% das CNVs humanas podem ser reveladas pela

investigacdo integrada de SNPs (McCARROL et al., 2008). Desta forma, a andlise e
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caracterizacdo sistematica das CNVs melhoram a compreensdo da variacdo
genética e é uma ferramenta importante para determinar o papel das CNV na
herdabilidade de caracteristicas complexas (LIU et al., 2013).

Para este estudo, foram abordados em detalhe os softwares PennCNV e o
Golden Helix SNP & Variation Suite (SVS) (Genetic Association Software). O
primeiro € um programa desenvolvido com base no “Hidden Markov Models” (HMM)
de livre acesso (COLELLA et al., 2005; WANG et al., 2007) que integra diferentes
fontes de informag&o, incluindo o LRR e o BAF em cada marcador SNP, a distancia
entre marcadores SNPs vizinhos e a frequéncia alélica dos SNPs.

Frente a diversidade de abordagens e opcdes de analise para detecgédo de
CNVs é importante avaliar os metodos disponiveis a fim de verificar suas
particularidades e como se adequam as necessidades especificas de cada
experimento, com o objetivo de aumentar a precisdo da andlise e eliminar a
ocorréncia de CNVs falsos positivos. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo
explorar diferentes softwares para avaliar diferencas na detec¢cdo de CNVs em uma

populacdo de bovinos da raca Nelore.

2. Material e Métodos

2.1 Animais e informacdes de manejo

Foram utilizados 3974 animais (1751 machos e 2223 fémeas) da raca Nelore
terminados em confinamento, com aproximadamente 24 meses de idade,

provenientes de fazendas localizadas nas regides Sudeste, Nordeste e Centro-
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oeste, pertencentes a quatro programas de melhoramento (DeltaGen, Paint, Nelore
Qualitas e Cia do Melhoramento). Os dados para as andlises propostas seguiram o
esquema de um teste de progénie, seguindo a estrutura ja existente em programas
de melhoramento em grandes populagbes, que permitem que a base fique
estruturada em familias de meios-irmaos.

A estacdo de nascimento dos bezerros se concentram de agosto a outubro e
de novembro a janeiro, e 0s animais sdo desmamados em média aos sete meses de
idade. Os animais sao criados em sistema de pastagem, com lotacdo variando de
1,2 a 1,6 UA/ha, utilizando forrageiras do género Brachiaria sp e Panicum sp, com
sal mineral a vontade. ApGs o0 sobreano, os animais que ndo foram selecionados
para reprodutores permanecem no confinamento por um periodo de no minimo 90

dias e posteriormente s&o destinados para o abate.

2.2 Genotipagem dos animais

Para a genotipagem dos animais foi utilizado um painel com 777.962 SNPs do
BovineSNP BeadChip (High-Density Bovine BeadChip). Foi realizada a limpeza e o
controle de qualidade dos marcadores SNPs, excluindo aqueles com posicado
gendmica desconhecida. Ainda foram retirados marcadores que apresentaram

intensidade média do “cluster” baixa.

2.3 ldentificacdo de CNV

O processo de identificacdo dos CNVs foi realizado a partir dos dados
gerados pela genotipagem dos animais pelo software GenomeStudio 1.0, o qual

analisou cada SNP em particular. Os principais parametros utilizados para a
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estimacdo das CNVs sédo: Log R Ratio (LRR) e o B Allele Frequency (BAF). O valor
de R normalizado foi utilizado como uma representagcéo de intensidade de sinal de
cada SNP plotado. O valor de Log R Ratio entéo foi calculado a partir da intensidade
de sinal esperada normalizada de uma amostra e intensidade observada. A
frequéncia do alelo B (BAF) foi calculado a partir da diferenca entre a posicao
esperada do grupo de clusters e o valor real (WINCHESTER et.al, 2009).

Para a deteccdo de CNVs foram avaliados dois diferentes softwares, sendo
eles: PennCNV que por meio de um algoritmo, baseado nos modelos ocultos de
Markov identifica os CNVs, incorpora mdltiplas fontes de informacdo a partir dos
dados de cada SNP, a distancia entre SNPs vizinhos e a frequéncia alélica de cada
SNP na populacdo (WANG et al., 2007; WANG et al., 2008) e o Golden Helix SVS
8.3.0, que emprega um poderoso algoritmo de segmentacdo chamado Método de
Andlise de Numero de Coépia (CNAM) usando programacdo dinamica para detectar
CNVs herdadas e de novo em uma base por amostra (univariada) e multi-amostra

(multivariada).

2.3.1 PennCNV

Para a deteccdo das CNVs no PennCNV, primeiramente foi realizada a
limpeza dos dados para o conteddo de guanina citosina de 1Mb das regides
genbmicas que circundam cada marcador (500kb de cada lado). As CNVs foram
inferidas utilizando o modelo “Hidden Markov” através do PennCNV. Apds a
deteccdo das CNVs foram excluidas regides contendo menos de 10 SNPs por regido
e aplicados filtros para controle de qualidade onde foram excluidas amostras com
desvio padréo para razéo log R (LRR) > 0,35; frequéncia do alelo B (BAF) > 0,01 e

valor “waves factor” entre -0,05 e 0,05 (Liu et. al, 2013). Além disso, amostras
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contendo mais de 90 CNVs e CNV com tamanho menor que 1kb e maior que 5 Mb
foram excluidas.

As regides dos CNV’s (CNVRs) foram geradas pela sobreposicdo dos CNVs
obtidos em cada tratamento e identificados em todas as amostras pelo programa
CNVRuler (Kim et al., (2012). Foi adicionalmente utilizada a opg¢ado “Gain/Loss
separated regions”, que compila a regido baseando-se no genétipo (ganho ou perda
de numero de cépias) ao invés de compor as regides ignorando o tipo de evento.
Sobreposi¢cdes de CNVRs duplicacbes e dele¢bes foram unidas em regifes Unicas
para considerar as regides gendmicas em que ambos os eventos podem ocorrer
("mixed" CNVRs). Para avaliar a localizagdo das CNVR, foi utilizada a ferramenta
Ensembl Biomart tool com o genoma referéncia UMD3.1 reference genome

assembly.

2.3.2 SVS

Analisamos CNVs no chip Illumina BovineHD utilizando o médulo de nimero
de cépia (CNAM) no software Helix SVS (Golden Helix SVS 8.3.0). No médulo
CNAM foi lido o arquivo com valores de intensidade, onde foi realizada a
normalizagdo em intensidades pobres, dividindo a intensidade média da sonda de
todos os chips como referéncia e criando “logzratio” dos niumeros das copias. Foram
utilizadas as opg¢Oes de algoritmos multivariados utilizados as segmentacées com
uma janela em movimento de 10.000 marcadores por janela, um maximo de 15
segmentos cada 10.000 marcadores, um minimo de 3 marcador por segmento, um
nivel de significancia de 0,01 para a permutacdo “pair-wise”. A segmentacao

multivariada é o algoritmo utilizado para a descoberta simultanea de CNVs.
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A saida do SVS, obtida apdés a segmentacdo dos CNVs, ‘three states
covariates” foi utilizada para identificar os CNVs como trés tipos (dele¢des, neutro e
duplicacbes) em todas as amostras, para isso foi aplicado um limite

comparativamente rigoroso (média do segmento 0.35).

2.4 Sobreposicao dos softwares

A fim de avaliar o desempenho dos softwares, os resultados obtidos apos a
identificacdo dos CNVRs em ambos os softwares foram sobrepostos para determinar
as regides gue se sobrepde, possibilitando avaliar a eficacia de cada um deles. Para
isso utilizamos software “BEDTools”, composto por multiplas ferramentas para
comparar e explorar conjuntos de dados genémicos através de tarefas fundamentais

de "arquitetura genémica" (QUINLAN & HALL., 2010).

3. Resultados e Discussao

ApoOs busca realizada pelo algoritmo PennCNV, um total de 13.765 CNVs foram
identificados, com comprimento médio de médio porte 185.640,68bp, com um
maximo de 4.395.339bp e um minimo de 50.001bp. Os CNVs originados do
PennCNV foram utilizados para a determinagdao dos CNVRs utilizando o CNVRuler,
e mostraram um total de 982 CNVR distribuidas em todos os 29 cromossomos da
populacdo sob estudo. Essas CNVR correspondem a aproximadamente 5,9% do
comprimento total do genoma bovino (UMD_3.1). Considerando o total de CNVRs
obtidas a partir das CNVs identificadas anteriormente, 41,03% foram caracterizadas
como regides de insercdo de numeros de copias, 37,27% como delecédo e 21,7%

com ambos 0s eventos na mesma regido (insercéo e delecdo). Uma descricao geral
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das CNVRs encontrados por cromossomo utilizando ambos os métodos podem ser
observados na Tabela 1.

Em estudos que utilizaram o PennCNV na detec¢cdao das CNVRs foram
observados resultados diferentes do presente estudo Hou et al., (2011) encontraram
682 CNVRs em 539 bovinos de corte, as quais apresentaram tamanho médio de
204.9kb. Silva et al., (2016) utilizaram a mesma densidade de marcadores deste
trabalho e uma populagéo de 1.509 animais da raca Nelore, identificaram um total de
68,007 CNVs (56.239 insercbes e 11.768 delecdes) e utilizando o “Java-Merging
Copy Number Variants” (JM-CNV) foram extraidos 7,319 CNVRs (2,306 insercdes,
212 delecdes e 4,801 “mixed”). Cicconardi et al. (2013), utilizaram o PennCNV e
basearam-se no BovineSNP50 BeadChip em um estudo com cinco ragas italianas
diferentes de bovinos. Detectaram 1.522 amostras CNV equivalentes a 27,52% das
regioes de insercao e 75,29% das regides de delecao.

Para o software Helix SVS (Golden Helix SVS 8.3.0) foi empregado o
algoritmo de segmentacdo chamado Método de Analise de Numero de Copia
(CNAM) que aproxima regides de variagdo no numero de coOpias encontradas em
todo genoma através de segmentos localizados, com alta probabilidade, onde
existirem regides de perda de numero de copias, neutras ou ganhos nos dados.
Apos a realizagdo da segmentagdo, um total de 788 CNVRs foram identificados,
estes foram submetidos a um controle de qualidade que exclui segmentos maiores
de 5Mb e com frequéncia menor de 5%, restando 189 segmentos de CNV com
comprimento médio de médio porte 704.786 bp, com um maximo de 4.972.890 bp e

um minimo de 775 bp.
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Em estudo também com animais da raca Nelore Zhou et al. (2016), onde
avaliaram 2230 animais utilizando o BovineHD BeadChip para a deteccado de
CNVRs. Estes utilizaram o método multivariado do software Golden Helix SVS, como
no presente estudo e extrairam 992,350 CNVRs que apds passarem por um controle
de qualidade restaram 231 CNVRs com alta confiabilidade com comprimento
variando de 894 bp a 4.855.088 bp, foram selecionados para futuras analises de
associacdo com caracteristicas de producdo. Xu et al., 2016, utilizaram a mesma
metodologia de deteccdo, porém avaliaram diferentes racas bovinas onde
encontraram um total de 155.700 segmentos CNV e apés aplicar filtrar os CNVs com
frequéncia acima de 1%, para eliminar possiveis falsos positivos, um total de 257
CNVs (comprimento médio de 48,4 kb) foram definidos.

Os tamanhos médios dos CNVR por cromossomos estdo demostrados na
tabela 1. Nota-se que o tamanho médio dos CNVRs para o SVS (~60Kb) foi menor
do que os encontrados no PennCNV (~162kb). O mesmo pdde ser observado no
estudo de Xu et al. (2013), onde comparando os mesmos softwares e também
utilizando dados de alta densidade bovina, observaram os CNVRs identificados no
SVS (~20kb) menores que os encontrados no PennCNV (~40kb). Esses mesmos
autores observaram que PennCNV e SVS dividem 24,88% ou 60 Mb em
comprimento e 13,74% em contagem, esses resultados se mostraram consistentes
ao serem comparado a um recente estudo com autismo humano (Matsunami et al.,
2013).

AplGs a sobreposicdo das regides encontradas em ambos os softwares
podemos observar um total de 43 regibes concordantes entre eles (Figura 1). Ao

contrario do que foi constatado no presente estudo, Xu et al., (2016), num estudo
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com 300 individuos para a descoberta da CNV, incluindo Holstein, Angus, Hereford,
Brown Swiss, Brahman, Nelore, N ' Dama e Sheko, obtiveram de 160 CNVR
concordantes (61%), ao avaliarem o mesmo conjunto de dados utilizando o
PennCNV o que indicou uma alta qualidade dos resultados obtidos pelo SVS. Esta
alta concordancia entre os softwares pode ser devido ao fato de que 75% das CNVs
gue identificamos foram bem marcadas por SNPs flanqueados que foram estimados

em estudos anteriores (XU et al., 2014).
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Figura 1. Mapa circular das regifes de CNVs dos cromossomos gerado pelo software Circos. De fora
para dentro temos: nome do cromossomo; Localizagdo genémica (em Megabases); Barras representando as
regides CNV (delegdes em verde, inser¢des laranja e “mixed” em azul) para o software PennCNV; Barras
representando as regides de CNV (representado em verde os segmentos de CNVs presentes em mais de 50%
da populagdo; e em vermelho os segmentos de CNVs presentes em menos de 50% da populagéo) para o

software Golden Helix SVS; Histograma da sobreposi¢do dos softwares de acordo com o tamanho em kb (barras
em azul).

BTAs



Tabela 2. Descricdo do numero total, comprimento médio (kb), minimos (kb), méximos (kb) e desvio padrao
(kb) das CNVRs por cromossomo detectadas nos softwares PennCNV e Golden Helix SVS.

PennCNV SVS

Crs N Media Min Max DP Dup Del Mix* N  Media Min Max DP

1 69 101796 52955 277327 51064.3 34 27 8 8 39512 2303 190994 4939
2 46 109715 51121 524936 84232.7 18 21 7 4 6448 1319 9916 1612
3 47 125581 50708 820615 139241 19 15 13 6 104593 9741 422401 17432.16
4 46 137898 50846 1397945 2117975 23 14 9 5 6718 1794 12792 1343.6
5 44 165062 50153 1021765 164105.2 21 12 11 8 83316 11598 242315 104145
6 53 109602 50366 796675 114628.8 20 23 10 10 8761 2392 15879 876.1
7 43 210945 50869 1732447 305608.6 17 11 15 15 71359 4798 323144  4757.26
8 33 223100 50203 4395339 750686 14 14 5 6 13145 3552 38824  2190.83
9 45 150304 52642 1517953 225747.3 17 16 12 4 5428 774 10098 1357
10 35 275839 53083 3397927 608392.3 14 10 11 9 256036 2131 1699713  28448.4
11 39 184306 50297 1405109 260164.2 17 14 8 5 1281 3538 22388 256.2
12 57 275874 50101 4601125 669016 11 32 14 14 286684 1203 956089 20477.92
13 22 100099 50022 293216 591265 9 11 2 9 15605 2738 48409  1733.88
14 33 134554 50860 1335715 224660.7 12 16 5 3 8276 5095 13996  2758.66
15 55 150557 50460 966040 156949.2 28 17 10 3 78056 6887 160184 26018.66
16 25 161148 50062 708061 1710844 7 14 4 9 10310 1714 31028 1031
17 38 179808 51214 1805844 315172.3 20 13 5 5 133380 3269 254709 33345
18 17 172950 52434 585607 152356.7 6 6 5 4 46730 3108 133254  11682.5
19 35 99788 50379 324601 59761 10 14 11 6 10461 3576 23719 1743.5
20 29 118651 50297 651775 120327.3 13 8 8 6 7004 1547 16461  1167.33
21 29 156565 50285 848821 191585.5 13 10 6 7 16661 3175 63468  2380.14
22 19 132588 50878 382147 95378.6 11 6 2 1 8542 - - 8542
23 25 242398 52310 1485025 338147.7 8 9 7 8 19390 8499 26869  2423.75
24 15 114697 50393 507286 121844.1 5 8 2 9 5488 1631 10059 609.77
25 13 293217 54278 1785596 509428.1 5 5 3 3 18685 9137 36614  6228.33
26 23 120514 51302 285225 73486.1 10 9 4 3 3518 1353 5541  1172.66
27 14 172880 54803 744901 210469.3 7 4 3 6 8619 2109 24546 1436.5
28 17 158264 53304 1013682 229823 9 5 3 9 37156 1431 131179  4128.44
29 17 301655 53651 1464771 4253723 7 4 6 4 7664 2590 16312 1916

Total 982 162.898 50.022 460.1125 307635.5 403 366 213 189 60.599,6 774 1.699.713  13335.2

Dup: Duplicacdes; Del: Delegdes; Mix: Mixed (eventos contendo duplicacfes e dele¢des);

45
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O método utilizado pelo PennCNV, univariado, avalia cada amostra
separadamente, enquanto que método multivariado, utilizado pelo SVS, avalia todas
as amostras simultaneamente e detecta apenas segmentos que sdo iguais em todas
as amostras, ou seja, faz uma avaliagdo populacional dos segmentos de CNVs
(Apéndice 1). Tal diferenca metodoldégica pode ser a causa da diferenca de CNVR
detectados em ambos os métodos, pois no SVS pode haver uma subestimacédo das
regidoes de CNV, ndo considerando regides que ndo sao comuns a todos 0s animais,
mas gue podem conter genes importantes ao associar com fenétipos.

Breheny et al. (2012), confirmaram que o método univariavel, tem maior
poder para detectar associacdes envolvendo CNVs grandes e raras, enquanto o
método multivariavel, tem maior poder para detectar associacdes envolvendo CNVs
pequenas e comuns. Resultados semelhantes , 0 mesmo foram observados por Xu
et al. (2016) onde constataram que o método multivariado tende a detectar as
dele¢cdes comuns com tamanhos pequenos relativos em multiplas amostras. Varios
trabalhos recentes propuseram desenvolver métodos capazes de reunir informacgdes
simultaneamente em ambos 0os marcadores e amostras para estudos de deteccao e
associacao da CNV (LI et al., 2008; YANG et la., 2008; BALADANDAYUTHAPANI et
al., 2010; NOWAK et al., 2011; GLESSNER et al., 2013).

Acredita-se que a grande maioria dos CNVs na prole sdo herdados dos pais
(LOCKE et al. 2006), portanto, a fracdo de CNVs inferida na prole, mas né&o
detectada em pais (CNV-NDPs) pode ser usada como uma medida para identificar
falsos-positivos e falsos-negativos, que influenciam os resultados das analises de
deteccdo de CNVs. Em estudo, Wang et al. (2007), apontaram a importancia de se

usar a heranca mendeliana para validagdo dos resultados e deteccdo precisa das
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CNVs, pois em andlise comparativa com diferentes algoritmos de deteccdo de CNV,
estes autores indicaram que independentemente da plataforma ou critérios de
avaliacao, as taxas de falso-positivos e falsos-negativos séo altas.

Os resultados publicados em estudos de CNVs sao rapidamente atualizados,
devido ao desenvolvimento de novas plataformas e ferramentas utilizadas para a
deteccdo dos mesmo, tal fato dificulta a comparacédo destes. Além disso, a falta de
uma abordagem padrdo para coletar os dados, a falta de amostras de referéncia
padronizadas (SCHERER et al., 2007) e dependendo de qual método de detecc¢éo
foi utilizado, causa diferencas de resultados (Winchester et al., 2009; Pinto et al.,
2011). As metodologias atuais, que inferem variacdes no nimero de cOpias a partir
de dados SNP, englobam uma série de areas onde os erros podem ser introduzidos,
com viés no momento da deteccdo (CASTELLANI et al., 2014; REDON et al., 2006).
Uma série de fatores podem influenciar a precisdo da deteccdo da CNV, como o
ponto de interrup¢ao, incluindo os efeitos do lote, a estratificacdo da populacao, as
diferencas experimentais e a robustez do modelo estatistico (DELLINGER et al.,
2010).

A descricdo das regides sobrepostas e o0 enriqguecimento dos genes para as
mesmas estdo descritos na tabela 2. Os grupos funcionais enriquecidos
significativos foram relacionados a funcbes de ligacbes de ATP, bem como
estruturas das membranas celulares e resposta do sistema imunologico. A presenca
de genes do tipo LOC também € bastante interessante, pois estes sdo genes 0s
guais ainda nao foram confirmadas sua funcdo biologica, necessitando de mais
estudos para a determinagdo da mesma. Em um estudo realizado anteriormente por

Lemos et al., (2016), utilizando o mesmo banco de dados do presente estudo e o
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software PennCNV para a deteccdo dos CNVs e CNVRs, ap06s o enriguecimento
genético das regifes detectadas, foram identificados genes cujas funcdes estdo
envolvidas em processos biolégicos que podem estar relacionados a adaptacéo
ambiental da subespécie a areas tropicais, tais como regulagdo da vasodilatacéo,
resposta do sistema imunoldgico, morfogénese do foliculo capilar. Este estudo
confirmou a existéncia de grandes variacdes estruturais no genoma do gado de

Nelore.

Tabela 2. Descricdo das regides sobrepostas entre os softwares PennCNV e Golden
Helix SVS.

Crs Regido Genes

31702857-35346805 LOC785410, CADM2, LOC781699, LOC781295

93730576-93819471 LOC100335418

SFPQ, ZMYM1, ZMYM6, LOC618247, DLGAP3, C3H10RF212, GJA4, GJBS3,
GJB4, LOC100296560, LOC541065, HMGB4, LOC100140781, LOC786680,
ZSCANZ20, EFHD1, KCNJ13, GIGYF2, NGEF, INPP5D, ATG16L1, SAG, DGKH,
USP40, UGT1A6, LOC528549, UGT1A1, LOC785990, LOC100138072, SPP2

3 117736834-121396898

MLL3, LOC618575, LOC100295303, XRCC2, ACTR3B, LOC789764, LOC509941,

4 118892385-120786530 DPP6

58441130-59367842 LOC785078, LRIG3, LOC100140875

5 Rpl3, MAP3K7IP1, ATF4, SGSM3, MIR2439, MCHR1, SLC25A17, ST13,

MIR1281, L3MBTL2, MIR2441, TOB2, POLR3H, NHP2L1, MIR33A, SEPTS3,

117648683-121179132 WBP2NL, NAGA, FAM109B, C5H220rf32, NDUFA6, MGC152344, CYP2D14,
MIR2442, POLDIP3, CYB5R3, ARFGAP3, PACSIN2, TSPO, TTLL12

SPARCL1, DSPP, LOC781752, LOC781835, MAN2B2, PPP2R2C, LOC617028,
JAKMIP1, LOC615433, CRMP1, EVC, LOC100335423, EVC2, LOC100335445,
EVC2, STK32B, MSX1, CYTL1, STX18, NSG1, ZBTB49, LYAR, TMEM128,
LOC614799, WDR1

106549601-109879641

GPI17, LOC615694, PDE6B, ATP5I, LOC100335374, LOC511117, LOC510961,
PCGF3, GAK, TMEM175, DGKQ, MIR2449, FGFRL1, LOC787660, SPON2,
CTBP1, MAEA, LOC510550, LOC789038, SLBP, TMEM129, TACCS, FGFRS3,
LETM1, WHSC2, LOC615222, LOC614317, HAUS3, MXD4, ZFYVE28

117727518-119454666

F2RL3, NWD1, TMEM38A, MED26, CHERP, CALR3, EPS15L1, AP1M1,
FAM32A, RAB8A, TPM4, LOC504888, OR10H1, CYP4F2, CYP4F2, RASALS,
AKAPS, ILVBL, CD97, DDX39, PKN1, DNAJB1, TECR, NDUFB7, LPHN1, ASF1B,
PRKACA, IL27RA, DCAF15, CC2D1A

7 6270638-10005283

SEMA4D, SECISBP2, CKS2, SHC3, S1PR3, LOC100140258, LOC100295433,

8 93347240-94762004 NXNL2, SPIN1, LOC100295460, LOC100295509

PARK2, MIR2482, PACRG, COX6C, LOC614126, QKI, LOC100295785,
LOC100336255, TRNAC-GCA, LOC782636, LOC786589, LOC783029,
MGC134132, PDE10A, T, SFT2D1, BRP44L, RPS6KA2, RNASET2,
LOC100336051

9 101905518-105695468

IQGAP2, F2RL2, F2R, F2RL1, LOC100139762, CRHBP, MRPL23, WDRA41, OTP,

10 6829833-11732122 TBCA, AP3B1, SCAMP1, LHFPL2, ARSB, DMGDH, LOC616683, BHMT,
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LOC100336148, HOMER1, PAPD4, LOC100335924, THBS4,
GNPNAT1, PSMC6, EROLL, STYX, TXNDC16, PTGER2, SPG21

SERINCS,

11

103513615-107282960

METTL11A, PTGES, TOR1A, C11H90ORF78, USP20, GPR107, NCS1, ASS1,
FUBP3, EXOSC2, QRFP, AIFl1L, C90ORF59, PPAPDC3, POMTUCK1,
LOC784457, MED27, NTNG2, TTF1, LOC617847, DDX31, C11H90ORF9, TSC1,
CEL, RALGDS, GBGT1, GBGT1, PAEP, GLT6D1

12

6351-934425

LOC100140262, LOC789865, DIAPH3

13

81071498-84229982

LOC781180, LOC100335875, LIG4, ABHD13, TNFSF13B, MYO16, LOC785518,
COL4Al1, COL4A2, RAB20, CARKD, CARS2, ING1, ANKRD10, LOC784176,
ARHGEF7, LOC100295009, C12H130rf16, LOC100336309

14

105303-4274764

MIR2308, LOC618766, LRRC24, RECQL4, MFSD3, GPT, NFKBIL2, CPSF1,
ADCKS5, DGAT1, MAF1, SHARPIN, GPAAL, EXOSC4, MIR2309, NRBP2, PUF60,
LOC100138046, GSDMD, C14H8ORF55, LYNX1, GML, CYP11B1, LY6E, LYG6H,
MIR151, EIF2C2, CHRAC1, TRAPPCY9, LOC618755

83223098-84628243

ENPP2, TAF2, DSCC1, LOC783516, DEPDC6, LOC781493, MRPL13, MTBP,
SNTB1

15

80573351-85276403

APLNR, SLC43A3, TIMM10, UBE2L6, SERPING1, MIR130A, YPEL4, CLP1,
MED19, TMX2, SELH, VN2R414P, LPXN, LPXN, LPXN, MGC179454, GAT,
GLYAT, MPEG1, STX3, MRPL16, OOSP1, MS4A7, MS4A14, MS4A5, MS4A1,
MS4A13, THYN1, ACADS, B3GAT1

16

49027846-53254900

FBLIM1, SLC25A34, PLEKHM2, AGMAT, DNAJC16, CASP9, CELAZ2A, CTRC,
EFHD2, FHAD1, TMEMS51, LOC100138014, PDPN, PRAMEF12, LOC789197,
LOC520023, LOC525100, LOC789131, LOC789103, PRDX6, SLC9Al1,
LOC100336249, KLHL20, CENPL, DARS2, SERPINC1, RC3H1, RABGAPIL,
RABGAP1L, GPR52

64726807-66761708

HMCN1, LOC100138126, PRG4, TPR, LOC507724, PDC, LOC100295013,
LOC100138376, PTGS2, LOC100295047, PLA2G4A, LOC515253, KCNK2,
LOC100139047, LOC100335449

17

73097901-75148791

IL15, NDUFC1, MGC165715, PSMD9, CAMKK2, C17H120rf24, LHX5, OAS1,
RPH3A, ACADS, KCTD10, CRYBBS3, SF3A1, IGLL1, GSTT1, UBEZ2L3,
LOC515651, CLDN5, SEPT5

18

63360454-65995826

NDUFA3, TFPT, LENG1, TMC4, TMC4, TSEN34, RPS9, ZNF444, NLRP5,
ZNF667, ZNF583, ZNF582, ZIM2, MGC157368, APEG3, PEG3, ZNF304,
ZNF547, ZNF773, LOC100124497, LOC509810, ZNF154, ZNF135, ZNF274,
ZNF8, A1BG, RPS5, SLC27A5, CHMP2A, UBE2M

19

81083-2331441

LOC100336388, LOC100336372, LOC790335, LOC100138219, LOC790344,
LOC100297706, LOC100138652

33661015-35920605

PMP22, TEKT3, CDRT4, FAM18B, ZNF286A, LOC281370, PIGL, ADORAZB,
AKAP10, ULK2, ALDH3A1l, ALDH3A2, RNF112, MFAP4, MAPK7, GRAP,
SLC5A10, PRPSAP2, SHMT1, TOP3A, SMCR7, LLGL1, DRG2, ATPAF2,
LRRC48, TOM1L2, SREBF1, MIR33B, PEMT

59786361-64044783

MGC128049, COG1, LOC100336033, SSTR2, SLC39A11, LOC511212,
LOC100336166, KCNJ2, KCNJ16, MAP2K6, ABCA5, ABCA10, ABCAG6, ABCA9,
MGC134105, ARSG, LOC100336323, LOC521099, PRKAR1A, SLC16A6, AMZ2,
GNA13, RGS9, LOC100336373

20

53790701-55972882

LOC528493, CDH12, LOC100140239, TRNAC-GCA, LOC781899, LOC781924

69984426-71992748

LOC100297493, PAPD7, SRD5A1, NSUN2, MED10, LOC782211, LOC782502,
ADAMTS16

21

29030826-33993487

SNRPA1, CHRNA7, IDH3A, ACSBG1, DNAJA4, CRABP1, AGPHD1, PSMA4,
CHRNA5, CHRNB4, UBE2Q2, FBX022, LOC536930, ETFA, RCN2, TSPANS,
HMG20A, ODF3L1, IMP3, SNUPN, MAN2C1, MIR631, COMMD4, PPCDC,
SCAMPS5, COX5A, MPI, SCAMP2, CPLX3, CSK

34014073-36858130

CYP1A1, EDCS3, CLK3, ARID3B, LOC100297414, LOC100297454, UBL7,
SEMAT7A, CYP11A1, CCDC33, STRAG, ISLR, ISLR2, STOML1, LOXL1, CMAL,
CMA1, GZMB, LOC100125946, LOC788580, LOC788601, LOC508858, GZMH,
LOC617326, CTSG, LOC786228, LOC618420, STXBP6, LOC788748, NOVA1
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62494209-65712870

BCL11B, SETD3, CCNK, CCDC85C, LOC100299504, EML1, EVL, MIR342,
DEGS2, LOC614244, YY1, SLC25A29, MIR345, LOC516483, WARS, WDR25,
BEGAIN

65713487-68422661

MIR431, MIR127, MIR432, MIR136, MIR379, MIR299, MIR380, MIR1197,
MIR329B, MIR494, MIR543, MIR376C, MIR376D, MIR654, MIR376B, MIR1185,
MIR381, MIR487B, MIR539, MIR382, MIR485, MIR496, MIR377, MIR409,
MIR412, MIR410, DIO3, MGC152337, ANKRD9, AMN

68438109-71573501

LOC100296203, DIO3, PPP2R5C, MGC152337, HSP90AAL, RAGE, LOC787175,
LOC616326, CINP, ANKRD9, RCOR1, LOC783220, TRAF3, AMN, LOC526547,
LOC615559, LOC509029, MARK3, CKB, LOC783910, TRMT61A, BAGS,
C140rf153, KLC1, XRCC3, ZFYVE21, PPP1R13B, MIR2284K, MP68, TDRD9

22

58548343-61379134

TIMP4, SYN2, ZFYVE20, MRPS25, LOC100335258, NR2C2, C22H30RF19,
GRIP2, SLC6A6, LSM3, TMEM43, BOSTAUV1R437, CHCHD4, FBLN2, HDAC11,
NUP210, ACAD9, LOC785686, CCDC48, GP9, LOC617657, CNBP, COPG,
MIR2374, C22H30RF37, RAB7A, LOC100139897, RPN1, LOC783066, EEFSEC

25

25945-2484195

HBA, PDIA2, DECR2, C25H160RF13, C25H160rf14, RHOT2, STUB1, FBXL16,
METRN, HAGHL, RPUSD1, LMF1, TEKT4, UBE2l, CCSMST1, CLCN7, HNIL,
NME3, SPSB3, FAHD1, RPL3L, RPS2, SYNGR3, RAB26, TRAF7, DNASE1L2,
RNPS1, MIR940, ABCA3, CCNF

33232229-35928367

LOC524593, GTF2IRD2, NCF1, GTF2I, MIR2387, GTF2IRD1, CLIP2, RFC2,
LAT2, LIMK1, ELN, WBSCR28, LOC100296227, LOC509616, CLDN4, CLDNS3,
ABHD11, LOC788141, STX1A, WBSCR22, DNAJC30, VPS37D, MLXIPL, TBLZ2,
BCL7B, BAZ1B, FZD9, FKBP6, NSUN5, LOC518768

41157925-42879707

SDK1, MIR2390, CARD11, GNA12, LOC100336233, AMZ1, C7orf27, IQCE,
LOC512271, LFNG, GRIFIN, CHST12, LOC528767, EIF3B, SNX8, NUDTI,
FTSJ2, MAD1L1

26

49018290-51663776

MGMT, LOC525353, LOC782145, MIR2397, GLRX3, LOC786293, BNIP3,
JAKMIP3, DPYSL4, STK32C, LRRC27, PWWP2B, INPP5A, LOC787001,
LOC514117, LOC100335341, LOC100335356, LOC518774, GPR123,
LOC536342, LOC784370

28

44448393-46248750

LOC513740, ANUBL1, MARCHS8, ALOX5, LOC520012, LOC618139, LOC521142,
LOC785231, LOC615400, LOC785164, ZNF22, C28H100RF10, RASSF4,
TMEM72, LOC100141042, CXCL12, LOC100140590, LOC784617, ZNF32,
ZNF239, TFAM, AGT, COG2, LOC100141022, LOC784951

29

48931332-51502868

FGF4, FGF3, ANO1, FADD, LOC787756, LOC100297748, PPFIAl, CTTN,
SHANK?2, LOC528168, DHCR7, NADSYN1, LOC528031, LOC618771, OSBPLS5,
TNFRSF10A, CARS, NAP1L4, PHLDA2, SLC22A18, CDKNI1C, KCNQ1,
TSPAN32, ASCL2, TH, INS, IGF2, MIR483, H19

O estudo das CNV permite a exploracédo do genoma para fontes de variabilidade

auxiliares aos SNPs, capazes de explicar o forte componente genético de varios

fendmenos de interesse econdmico. Varias linhas de evidéncia também sugerem

gue as CNVs podem servir como um recurso gendmico extra e fornecer informacoes

importantes sobre as origens e subestruturas das populagdes (BERGLUND et al.,

2012; REDON et al.,2006; JAKOBSSON et al., 2008; KATO et al., 2010; CAMPBELL

et al., 2011; LOU et al., 2011; NARANG et al., 2014; XU et al., 2015). Além disso, as
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CNVs especificas da populacdo sdo regides candidatas sob selecdo e sédo
potencialmente responsaveis por diversos fenoétipos (BERGLUND et al., 2012;
BROWN et al., 2012; GAUTAM et al., 2012). Como mencionado anteriormente,
presume-se que CNVs presentes na prole sdo herdados dos pais (LOCKE et al.
2006).

Dessa forma o presente estudo nos permitiu identificar regibes com variabilidade
genética no genoma de animais da raca Nelore e que futuramente poderdo auxiliar
em estudos de associacdo com caracteristicas de interesse econémico. Porém,
ainda sdo observadas grandes variacdes na deteccdo dos CNVs realizadas através
de diferentes métodos, bem como falsos positivos e falsos negativos,
independentemente de como os dados sdo analisados, (XU et al.,2013; CARTER et
al., 2007). Tendo em vista essa diferenca de resultados, Winchester et al. (2009),
recomendaram o uso de multiplos algoritmos de chamada CNV em vez de apenas
um, no entanto, embora essa estratégia diminua a taxa falso negativo ela aumenta a
taxa de falsos positivos. Neste sentido, o desenvolvimento de métodos padronizados

para a deteccdo de CNVs e CNVRs se faz necessario.

4.Conclusao

O estudo de diferentes algoritmos na deteccao de CNVRs podem divergir
dependendo das plataformas e metodologias aplicadas em cada software, como
foi observado no presente estudo. Enquanto o PennCNV detectou um ndamero
maior de CNVRs e de maiores tamanhos, o SVS detectou menos segmentos
com um tamanho menor, porém a sobreposicdo dos mesmos nos fornece maior

confiabilidade na deteccao de regides de CNVs.
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No presente estudo apenas foram detectadas as CNVRs, sem associa-las
com fendtipos de interesse, acreditamos que o enriquecimento dos genes em
regibes sobrepostas ja associadas a fendtipos de interesse poderd fornecer
informacdes Uteis nos estudos de associagéo, viabilizando um ponto de partida

mais confiavel para a validacdo dos resultados.
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Apendice 1. Descricdo dos Segmentos de CNV detectados pelo software Golden Helix SVS, distribuidos pelos
29 cromossomos.

Cromosso Posicéo Posicéo N N N %inser¢d %delecd %CNV na
mo Inicial Final delecdo neutro insergao es es populacao

12518413 12520767 660 3273 41 0.010 0.166 0.176
31686841 31699505 981 2936 57 0.014 0.247 0.261
35353203 35363916 1086 2883 5 0.001 0.273 0.275
42224589 42230085 3403 551 20 0.005 0.856 0.861

! 52368367 52371045 3512 461 1 0.000 0.884 0.884
93730576 93819471 2023 1889 62 0.016 0.509 0.525
105042452 105233446 583 3384 7 0.002 0.147 0.148
130623810 130626113 1373 2482 119 0.030 0.345 0.375
2527718 2535261 1302 2592 80 0.020 0.328 0.348
33871733 33881649 1832 2075 67 0.017 0.461 0.478

? 41691100 41692419 1267 2271 436 0.110 0.319 0.429
131182734 131189751 3795 174 5 0.001 0.955 0.956
11962808 11975091 2269 1600 105 0.026 0.571 0.597
36893363 36903104 3395 569 10 0.003 0.854 0.857
49235943 49262005 2132 1773 69 0.017 0.536 0.554

° 54382375 54522367 1648 1850 476 0.120 0.415 0.534
54541000 54963401 379 3588 7 0.002 0.095 0.097
83993153 84010235 1597 2237 140 0.035 0.402 0.437
24824291 24831553 1084 2657 233 0.059 0.273 0.331
39831417 39836836 3104 866 4 0.001 0.781 0.782

4 99202382 99215174 3634 333 7 0.002 0.914 0.916
118545529 118547323 2233 1736 5 0.001 0.562 0.563
118884897 118891222 516 3450 8 0.002 0.130 0.132
22525587 22563988 2052 1915 7 0.002 0.516 0.518
58390807 58430793 3495 455 24 0.006 0.879 0.886
59421039 59612173 1930 1750 294 0.074 0.486 0.560
72877165 72888763 3817 150 7 0.002 0.960 0.962

> 102471089 102538245 1165 2314 495 0.125 0.293 0.418
117281795 117524110 821 2998 155 0.039 0.207 0.246
117557538 117586036 2607 1271 96 0.024 0.656 0.680
117592372 117639815 2662 1229 83 0.021 0.670 0.691
12476236 12487757 2523 1444 7 0.002 0.635 0.637
20951419 20954662 2039 1925 10 0.003 0.513 0.516

6 28989049 28991441 500 3340 134 0.034 0.126 0.160
34295438 34303081 2439 1524 11 0.003 0.614 0.617
38198011 38213129 2982 972 20 0.005 0.750 0.755
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51454167 51457423 1375 2361 238 0.060 0.346 0.406
75622213 75631160 2740 1212 22 0.006 0.689 0.695
84354117 84362856 3016 946 12 0.003 0.759 0.762
106527250 106543129 1676 1959 339 0.085 0.422 0.507
117712436 117723312 1434 2524 16 0.004 0.361 0.365

983878 989660 864 2871 239 0.060 0.217 0.278

6247269 6259353 3614 351 9 0.002 0.909 0.912
10044994 10137032 715 3238 21 0.005 0.180 0.185
11819446 12057433 1755 2218 1 0.000 0.442 0.442
18531324 18566035 960 2886 128 0.032 0.242 0.274
31662296 31670127 3512 461 1 0.000 0.884 0.884
42736530 43059674 454 3514 6 0.002 0.114 0.116

7 43077701 43353211 433 3535 6 0.002 0.109 0.110
43487164 43498441 1163 2450 361 0.091 0.293 0.383
44437375 44444959 3372 577 25 0.006 0.849 0.855
64613425 64618907 2195 1776 3 0.001 0.552 0.553
70568491 70601302 2067 1904 3 0.001 0.520 0.521
92344067 92348865 798 3077 99 0.025 0.201 0.226
90322117 99328261 881 3009 84 0.021 0.222 0.243
104000774 104013986 1464 2252 258 0.065 0.368 0.433
12459571 12498395 923 2852 199 0.050 0.232 0.282
17636212 17640269 2162 1798 14 0.004 0.544 0.548
54069696 54073248 3625 342 7 0.002 0.912 0.914

° 62888898 62893833 1445 2492 37 0.009 0.364 0.373
83242450 83261773 2086 1871 17 0.004 0.525 0.529
94778708 94786891 1624 2291 59 0.015 0.409 0.424
13985299 13992239 664 3111 199 0.050 0.167 0.217
24127805 24128579 3940 29 5 0.001 0.991 0.993

° 92776813 92786911 806 3119 49 0.012 0.203 0.215
101900677 101904580 2838 1134 2 0.001 0.714 0.715
6316756 6318887 1236 2442 296 0.074 0.311 0.386

6815725 6824247 1052 2576 346 0.087 0.265 0.352
11734321 11744600 3590 381 3 0.001 0.903 0.904
22676890 23160598 249 3720 5 0.001 0.063 0.064

10 23180741 23222741 1107 2853 14 0.004 0.279 0.282
23319458 25019171 226 3745 3 0.001 0.057 0.058
25037427 25087951 562 3384 28 0.007 0.141 0.148
51809662 51812789 3944 28 2 0.001 0.992 0.993
86515452 86519779 2253 1718 3 0.001 0.567 0.568
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50326620 50330158 847 3054 73 0.018 0.213 0.232
60443525 60459331 2418 1553 3 0.001 0.608 0.609

11 81414106 81425393 923 2942 109 0.027 0.232 0.260
93900408 93922796 2080 1861 33 0.008 0.523 0.532
103495904 103506946 2614 1297 63 0.016 0.658 0.674

936045 942577 1730 2168 76 0.019 0.435 0.454

32054331 32162911 507 3456 11 0.003 0.128 0.130
70435829 70458250 1934 2014 26 0.007 0.487 0.493
70483913 71440002 211 3758 5 0.001 0.053 0.054
71443906 71613636 3351 619 4 0.001 0.843 0.844
72432362 72509035 480 3491 3 0.001 0.121 0.122
72511101 72742881 884 3082 8 0.002 0.222 0.224

2 72748544 72882991 2245 1605 124 0.031 0.565 0.596
73001857 73583291 1382 2587 5 0.001 0.348 0.349
73657824 73666963 2159 1581 234 0.059 0.543 0.602
73673865 74589404 1910 2061 3 0.001 0.481 0.481
74840021 75193156 2599 1280 95 0.024 0.654 0.678
75497057 75946247 1426 2457 91 0.023 0.359 0.382
77802250 77803453 1964 1887 123 0.031 0.494 0.525

9818926 9824937 2154 1814 6 0.002 0.542 0.544
20061458 20066288 2294 1671 9 0.002 0.577 0.580
28566654 28569392 1723 2109 142 0.036 0.434 0.469
48665419 48669600 2248 1723 3 0.001 0.566 0.566

13 49917068 49952176 1739 2225 10 0.003 0.438 0.440
53858853 53862891 1059 2767 148 0.037 0.266 0.304
53934586 53982995 675 3277 22 0.006 0.170 0.175
61575109 61581421 2442 1528 4 0.001 0.614 0.616
81041052 81069871 2951 1014 9 0.002 0.743 0.745
17329297 17343293 2289 1648 37 0.009 0.576 0.585

14 65324978 65330073 1982 1988 4 0.001 0.499 0.500
83215213 83220950 3713 259 2 0.001 0.934 0.935
45475858 45542956 1043 2917 14 0.004 0.262 0.266

15 57605765 57612652 1266 2704 4 0.001 0.319 0.320
80369812 80529996 2154 1618 202 0.051 0.542 0.593

5738701 5752883 1362 2399 213 0.054 0.343 0.396

8599632 8617289 2038 1668 268 0.067 0.513 0.580

16 21894672 21896386 527 3415 32 0.008 0.133 0.141
29186488 29190178 1786 2175 13 0.003 0.449 0.453
39558124 39589152 711 3230 33 0.008 0.179 0.187
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55669347 55674891 3034 934 6 0.002 0.763 0.765
64714161 64716137 1246 2680 48 0.012 0.314 0.326
66766563 66783177 2122 1840 12 0.003 0.534 0.537
74565071 74572222 3647 326 1 0.000 0.918 0.918
75791027 75794579 1477 2496 1 0.000 0.372 0.372
25056695 25119996 2066 1887 21 0.005 0.520 0.525
50746686 50958929 2058 1908 8 0.002 0.518 0.520
ol 51115979 51370688 2065 1902 7 0.002 0.520 0.521
73090468 73093737 2610 1301 63 0.016 0.657 0.673
45300008 45321482 1548 1889 537 0.135 0.390 0.525
50629318 50632426 3719 248 7 0.002 0.936 0.938
18 61674257 61703341 3908 58 8 0.002 0.983 0.985
63226272 63359526 3455 511 8 0.002 0.869 0.871
2335931 2350364 1987 1968 19 0.005 0.500 0.505
3704268 3707844 1955 1694 325 0.082 0.492 0.574
35933815 35957534 2048 624 1302 0.328 0.515 0.843
9 45020015 45024091 1067 2736 171 0.043 0.268 0.312
51440099 51452600 3291 671 12 0.003 0.828 0.831
59777143 59781607 3296 677 1 0.000 0.829 0.830
9794111 9810572 2814 1154 6 0.002 0.708 0.710
17345602 17348392 1781 2191 2 0.001 0.448 0.449
44938452 44945599 1574 2371 29 0.007 0.396 0.403
20 53780223 53787522 1744 2164 66 0.017 0.439 0.455
55974474 55976021 584 3306 84 0.021 0.147 0.168
50385005 59391785 2014 1916 44 0.011 0.507 0.518
20079777 20143245 934 3021 19 0.005 0.235 0.240
29010938 29026728 3943 24 7 0.002 0.992 0.994
34002597 34009277 2253 1661 60 0.015 0.567 0.582
21 36862487 36865662 791 3167 16 0.004 0.199 0.203
53104988 53115286 1467 2492 15 0.004 0.369 0.373
62483422 62489322 2476 1494 4 0.001 0.623 0.624
68425532 68436849 3592 372 10 0.003 0.904 0.906
22 19456193 19464735 3772 196 6 0.002 0.949 0.951
18373342 18400211 2929 1042 3 0.001 0.737 0.738
25341782 25361041 818 3092 64 0.016 0.206 0.222
25417035 25442124 1553 2405 16 0.004 0.391 0.395
2 25846520 25869447 2026 1895 53 0.013 0.510 0.523
28448873 28469826 1529 2379 66 0.017 0.385 0.401
28828468 28849820 2036 1914 24 0.006 0.512 0.518




40943987 40952486 3247 722 5 0.001 0.817 0.818

47591145 47601319 2056 1913 5 0.001 0.517 0.519
21545632 21548736 3911 62 1 0.000 0.984 0.984
24432820 24434451 1031 2646 297 0.075 0.259 0.334
33291654 33301713 408 3565 1 0.000 0.103 0.103
37876869 37884787 3407 552 15 0.004 0.857 0.861

24 47313370 47316957 1252 2608 114 0.029 0.315 0.344
53324484 53328928 1355 2480 139 0.035 0.341 0.376
53416695 53423415 780 3182 12 0.003 0.196 0.199
57804336 57808126 2847 1124 3 0.001 0.716 0.717
50810309 59818450 3515 455 4 0.001 0.884 0.886

2496122 2532736 1853 2121 0 0.000 0.466 0.466

25 12747915 12758221 2497 1471 6 0.002 0.628 0.630
35930406 35939543 2328 1644 2 0.001 0.586 0.586

7783195 7784548 2241 1724 9 0.002 0.564 0.566

26 21728982 21734523 3539 429 6 0.002 0.891 0.892
49009913 49013573 1931 2035 8 0.002 0.486 0.488

1538195 1540304 1359 2596 19 0.005 0.342 0.347

9036908 9049535 454 3519 1 0.000 0.114 0.114
20087360 20095088 2497 1468 9 0.002 0.628 0.631

27 26942890 26967436 3839 122 13 0.003 0.966 0.969
37369776 37372012 973 2889 112 0.028 0.245 0.273
39059412 39061885 1670 2238 66 0.017 0.420 0.437

5302 11110 2161 1799 14 0.004 0.544 0.547

2499843 2544117 951 2979 44 0.011 0.239 0.250

2556672 2638563 782 3141 51 0.013 0.197 0.210

2665025 2796204 284 3686 4 0.001 0.071 0.072

28 2814450 2860512 538 3395 41 0.010 0.135 0.146
12770812 12781473 2119 1851 4 0.001 0.533 0.534
23410605 23418028 3376 593 5 0.001 0.850 0.851
34122288 34127970 3778 189 7 0.002 0.951 0.952
44446062 44447493 1913 2059 2 0.001 0.481 0.482
23393239 23395829 2866 1107 1 0.000 0.721 0.721
27057102 27065525 1851 2113 10 0.003 0.466 0.468

29 35732293 35735627 2945 1020 9 0.002 0.741 0.743
42342570 42358882 2863 1105 6 0.002 0.720 0.722

Ndelecdo - numero de amostras com dele¢des; Nneutro - nUmero de amostras com auséncia de dele¢cdes e
insercgoes; N insercao - nUmero de amostras com inser¢ées
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Capitulo 3. Associagdo entre as variagdes no numero de copias no genoma de
bovinos Nelore com caracteristicas qualitativas e quantitativas da carne

Resumo: O objetivo do presente estudo foi identificar regiées no genoma de bovinos
da raca Nelore que apresentam variacbes no numero de copias e estudar a
associacao genética entre os CNVs com caracteristicas quantitativas e qualitativas
da carne. Foram utilizados um total de 1751 animais machos da raga Nelore
terminados em confinamento, com aproximadamente dois anos de idade,
provenientes de fazendas localizadas nas regibes Sudeste, Nordeste e Centro-
oeste. Apos 24 horas do abate dos animais foram retiradas amostras de 2,5 cm de
espessura do musculo Longissimus thoracis na regido da 122 - 132 costelas das
meias-carcacas esquerdas. Foram avaliadas as caracteristicas: indice de
marmoreio, area de olho de lombo, for¢a de cisalhamento e as caracteristicas de cor
(intensidade de vermelho - a*, intensidade de amarelo - b* e luminosidade L*). A
genotipagem dos animais foi realizada utilizando um arranjo com 777,962
marcadores SNP de alta densidade (bovino BeadChip). Na formacdo dos grupos
contemporaneos foram incluidos os animais nascidos na mesma fazenda e ano, e
do mesmo grupo de manejo ao sobreano. Os grupos contemporaneos que
continham menos de trés observacoes e aqueles que desviaram =3 desvios-padrao
da média desse grupo foram eliminados. A deteccdo de CNVs realizada no software
GenomeStudio 1,0, onde cada SNP é analisada em particular, utilizando o algoritmo
PennCNV. As regifes de CNVs (CNVRs) foram gerados pela sobreposicdo de CNVs
identificadas em todas as amostras estudadas através do software CNVRuler. O
estudo de associacédo foi realizado a partir de um modelo logistico, onde foram
gerados dois grupos de animais com fenoétipos extremos para cada caracteristica
para cada caracteristica em estudo, sendo considerado 400 animais com a mais alta
(HIGH) e 400 animais com as menores (LOW) fendétipos e receberam a pontuacédo 1
e 0, respectivamente. A busca dos genes foi realizada apenas nos CNVRs
significativos (P<0,05), através do Map Viewer de genoma bovino (NCBI) no genoma
UMD3.1 verséao bovina e Ensembl Genome Browser. A classificacdo dos genes para
a funcado biolégica, a identificacdo das vias metabdlicas e enriquecimento de genes
foi realizada no site DAVID (v. 6.7) e GeneCards. Foram encontrados para as
caracteristicas forca de cisalhamento, indice de marmorizagdo, area de olho de
lombo, a*, b* e L* um total de 154, 126, 151, 310,136 e 150 genes dentro das
CNVRs, respectivamente. Como destaque, podemos citar 0os genes SCARAS3,
SCARA5, COL10Al1 e COL5AL cuja expresséao pode influenciar a concentracao de
colageno nas fibras musculares, causando enrijecimento do mdasculo e
consequentemente da carne. A expressao do gene NDUFB6 atua como moderador
na producédo de insulina, garantindo assim o fornecimento de energia necessaria
para o metabolismo do musculo esquelético. O gene FABP7 codifica uma proteina
gue pode auxiliar no processo de deposicdo de gordura na musculatura do animal
sdo as proteinas de ligacdo de &cidos graxos (FABPs), favorecendo o aumento da
maciez da carne e também o aumento do indice de marmorizacdo. A maioria das
caracteristicas estudadas apresentaram CNVRs contento genes relacionados com
receptores olfativos, que recentemente tem-se relatado expressédo diferencial em
tecido adiposo, figado e muasculo esquelético o que sugere que estas proteinas
desempenham papel no acumulo de gordura nos musculos, influenciando assim as
caracteristicas de qualidade de carne aqui estudadas. Através desse estudo
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podemos concluir que o estudo de CNVRs e sua associagdo com caracteristicas de
interesse podem auxiliar no processo de selecdo, bem como favorecer a producéo
de animais dentro dos padrdes exigidos pelos consumidores.

Palavras-chave: detec¢cdo de CNVs, marmoreio, maciez, area de olho de lombo,
Nelore
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l.Introducéo

No Brasil, a raca Nelore (Bos taurus indicus) é a que possui maior contingente
numeérico (ANUALPEC, 2016), devido aos animais desta raca ter uma maior
resisténcia a altas temperaturas, umidade e parasitas, quando comparada as racas
derivadas do gado europeu (Bos taurus taurus) (BARROS et al., 2006; HANSEN et
al., 2004). Porém, segundo Cundiff et al. (2004), apesar da maior adaptabilidade, as
racas zebuinas produziram carcagas com menor maciez e menor porcentagem de
gordura intramuscular do que as racas Bos Taurus. Neste sentido, Pereira et al.
(2014) constatarem que apesar do gado Zebu possui qualidade inferior de carcaca e
carne em relacdo aos mesticos com Bos taurus (Angus), existe uma consideravel
variacdo na raca Nelore para caracteristicas de qualidade de carne, onde varios
touros tém uma proporcdo de sua progénie comparavel em termos de maciez de
carne a progénie de touros da raca Angus.

Devido a rusticidade da raca, a criacdo da raca Nelore por muitos anos tem
sido realizada de forma inadequada, como por exemplo manejo deficiente, ma
gualidade das pastagens e insumos fornecidos aos animais, além do descaso com o
bem-estar dos animais. Tais fatores prejudicaram o desenvolvimento do animal e
consequentemente a qualidade do produto final, reduzindo a maciez da carne nas
racas zebuinas.

Contudo, a adequacédo ao manejo € um desafio, pois criadores de bovinos
brasileiros ainda utilizam ambientes e sistemas de producdo muito diversos para
produzir gado que seja produtivo e lucrativo e produtos de carne que satisfacam os
requisitos do consumidor (PEREIRA et al, 2014), que estdo mais conscientes em

relacdo a propria saude, exigindo produtos com melhores padrbes de qualidade
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(FERRAZ & FELICIO, 2010). Para os padrdes internacionais de qualidade da carne,
a quantidade de gordura intramuscular ou marmoreio depositada no musculo
Longissimus é o principal determinante do valor da carcaca e preditor de
palatabilidade. Além da maciez e marmoreio caracteristicas como area de olho de
lombo, acabamento também tém sido exploradas com intuito de atender o complexo
sistema de producéo de carne de qualidade.

Apesar das caracteristicas de carcaca possuirem variabilidade fenotipica e
genética para responder a selecdo (BALDI et al. 2013; FERRIANI et al. 2013), estas
tém expressao tardia e sdo dificeis de mensurar, o que dificulta a disponibilidade de
animais jovens avaliados para caracteristicas de carcaca e carne com precisdo
razoavel. Tal variabilidade também foi constatado por Tonussi et al. (2015), no qual
avaliaram as correlacdes entre caracteristicas de carcaca e carne em bovinos
Nelore, encontraram herdabilidades de 0,28 e 0,21 para marmoreio e maciez,
respectivamente. O estudo realizado por Magalh&es et al. (2016), no qual realizaram
analises de GWAS para as caracteristicas de maciez e marmoreio e demonstraram a
existéncia de variabilidade genética baixa para maciez e marmoreio (herdabilidade
0,12+0,07, 0,1+0,07, respectivamente), onde as janelas de SNP encontradas
explicaram 3,89% da variancia genética aditiva para estas caracteristicas. O estudo
dessas regides no gado Nelore é o primeiro passo na identificacdo de mutacOes
causais que contribuirdo para a avaliagdo genética da raca. Uma possibilidade para
superar essas dificuldades é a identificacdo de marcadores genéticos ou
polimorfismos em genes que influenciam caracteristicas de carcaca e carne para
melhorar essas caracteristicas através da selecdo assistida por marcadores ou

selecéo gendmica (GARRICK 2011).
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Os CNVs mostraram ser importantes em explicar a variabilidade fenotipica de
caracteristicas produtivas bem como a susceptibilidade a doencas. A descoberta dos
CNVs no genoma de bovinos (LIU et al, 2008; MATUKUMALLI et al., 2009;
FADISTA et al., 2010) e a constru¢cdo de varios mapas de CNV para bovinos
utilizando diferentes métodos (Fadista et al 2010; BAE et al 2010; LIU et al 2010;
HOU et al 2011b; BICKHART et al 2012), permitem que os CNVs sejam investigados
em estudos de larga escala. Sendo assim, o conhecimento de como os CNVs
contribui para a variacdo fenotipica de caracteristicas de importancia econémica em
bovinos € pouco conhecido, quando comparado com humanos e outros organismos-
modelo.

Além da utilizacdo de SNPs, nos ultimos anos varios estudos de associacao
com CNVs e caracteristicas de producdo e qualidade de carne em bovinos Nelore
foram realizados. Silva et al., 2016 em estudo de associacdo de CNVs com maciez
da carne de bovinos Nelore, encontraram um total de 1,155 CNVR que se
sobrepuseram em 2,750 genes, que foram enriquecidos em processos envolvendo
guanosenterossulfato (GTP), previamente relatados por influenciar a fisiologia e
morfologia do musculo esquelético. Além disso, duas CNVRs foram identificadas
préxima dos genes do metabolismo da glutationa que foi previamente associado a
maciez da carne. Em outro estudo também em bovinos Nelore, Zhou et al. (2016)
realizaram GWAS entre as CNVs detectadas e caracteristicas de crescimento e
identificaram sobreposto em uma das regides significativas o0 gene KCNJ12, um
candidato funcional para o desenvolvimento muscular e desempenha papéis criticos
em caracteristicas de musculatura. Além destes, estudos de associacdo entre

regides de CNV e outros fenotipos de interesse econémico, como por exemplo perfil
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de acidos graxos da carne foram realizados por Lemos et al. (2016), que utilizou o
mesmo banco de dados do presente estudo e detectaram um grande numero de
CNVRs e apo0s a prospeccdo de genes para estas regides foram identificados genes
associados ao perfil de &cidos graxos que ajudaram a compreender o mecanismo
genético que influéncia o perfil de acidos graxos da gordura intramuscular no gado
Nelore.

Neste sentido o objetivo do presente estudo foi identificar regibes no genoma
de bovinos da raca Nelore que apresentam variacdes no numero de copias (CNV:
Copy Number Variation) e estudar a associacdo genética entre os CNVRs com

caracteristicas quantitativas e qualitativas da carne.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais e informacdes de manejo

Foram utilizados um total de 1751 machos inteiros da raca Nelore terminados
em confinamento (minimo 90 dias), com idade em torno de dois anos de idade. Os
dados para as andlises propostas seguiram o esquema de um teste de progénie,
aproveitando a estrutura ja existente em programas de melhoramento em grandes
populacdes, que permitem que a base fique estruturada em familias de meio-irmaos.
Os animais foram provenientes de fazendas localizadas nas regibes Sudeste,
Nordeste e Centro-oeste, e que integram programas de melhoramento genético

Conexdo Delta G Norte, Paint e Nelore Qualitas. Os objetivos principais nas
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propriedades que participaram do estudo sédo a venda de reprodutores jovens e
animais para abate.

O programa de melhoramento genético desenvolvido nas propriedades utiliza
como critério de selecdo, as caracteristicas de crescimento, reprodutivas e de
terminagcdo. Normalmente, os animais sao pesados ao nascimento, desmama (205
dias de idade) e ao sobreano (550 dias de idade), tanto & desmama como ao
sobreano, os animais sao avaliados visualmente recebendo notas que variam de um
a cinco para conformacao (C), precocidade de terminacao (P), musculatura (M) e
umbigo (U). Além disso, ao sobreano é realizada a mensuracdo do perimetro

escrotal

2.2 Formacéao dos lotes e procedimento no abate

Para a formacdo dos lotes de abate foram utilizados dados dos animais em
relacdo a fazenda de nascimento, ano e época de nascimento, e manejo alimentar
desde o nascimento até o abate. As carcacas dos animais selecionados foram
resfriadas em camaras frias por pelo menos 24hs post-mortem, quando foram
retiradas amostras de 2,5 cm de espessura do musculo Longissimus thoracis
(contra-filé) na regido da 122 - 132 costelas das meias-carcacas esquerdas para a

determinacao do perfil de cidos graxos.
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2.3 Avaliacdo das caracteristicas qualitativas e quantitativas da carne

2.3.1 indice de marmorizacio

Para a determinacdo do indice de marmorizacdo na amostra do musculo
Longissimus thoracis foi utilizada escala de graduacao visual, metodologia descrita
pelo USDA Quality Grade (1997), com escore de 1 a 10, em que: 1 = praticamente
ausente; 2 = tracos; 3 = leve; 4 = pouco; 5 = modesto; 6 = moderado; 7 = levemente

abundante; 8 = moderadamente abundante; 9 = abundante; e 10 = muito abundante.

2.3.2 Area de olho-de-lombo (AOL)

Foi determinada pelo método do quadrante de pontos, segundo a metodologia
descrita pelo United States Standards for Grades of Carcass Beef (USDA Quality

Grade, 1997).

2.3.4 Intensidade de cor da carne

A determinacdo da coloracdo da carne foi realizada nas amostras resfriadas
de L. thoracis com exposicdo de pelo menos 35 minutos em temperatura ambiente
(RT). As medidas de coloracdo da carne foram realizadas utilizando-se um
colorimetro KONICA MINOLTA - CR 400 (Minolta Co. Ltd.), segundo metodologia
proposta por Renerre (1982), onde o equipamento foi calibrado para um padrao
branco no sistema CIE L a* b* onde foram tomadas as medidas absolutas das
coordenadas de luminosidade (L), coloragcédo vermelha (a*), e coloracdo amarela (b*).
Foram realizadas ainda as leituras proporcionais das mesmas coordenadas em

relagcédo a medida padréo adotada na primeira leitura (L, a*, b*).
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2.3.5 Forga de Cisalhamento

Para a analise de forca de cisalhamento (FC) foram utilizadas amostras de
2,54 cm de espessura do musculo L. thoracis com 0sso, obtidas entre a 122 e 132
costelas das meias carcacas esquerdas dos animais e resfriadas por periodo minimo
de 96 hs. Para a realizacdo da analise foi adotado o procedimento padronizado e
proposto por Wheeler et al. (1995), onde as amostras sdo assadas até atingirem
temperatura interna de 71°C e para a determinacdo da forca de cisalhamento foi
utilizado um equipamento Salter Warner-Bratzler Shear Force mecanico com
capacidade de 25 kg e velocidade de seccionamento de 20 cm/minuto. O corte das
amostras foi realizado em cilindros de % polegada retirados da regido central da
amostra em sentido longitudinal as fibras musculares. Foram feitas de seis a oito
medidas por amostra a fim de se obter maior precisdo nos resultados obtidos,

expressos em quilogramas (Kg).

2.4 Genotipagem dos animais

Os animais foram genotipados usando um arranjo com 777,962 marcadores
SNP (de alta densidade bovina BeadChip). O controle de qualidade dos marcadores
SNPs foram realizadas excluindo aqueles com posicdo gendmica desconhecido.
Marcadores de SNPs que apresentaram "assignment rate of genotypes” (Call Freq)
inferior a 93% foram excluidos da analise. Os cromossomas sexuais também foram

excluidos da analise, sendo utilizados apenas 0s autossomos.
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2.5 Formacao dos grupos contemporaneos e ajuste dos dados

Apenas os animais do banco de dados que continham informacao de
informacao de grupo de manejo ao sobreano, fazenda e ano de nascimento e das
caracteristicas foram utilizados. Na formacdo dos grupos contemporaneos foram
incluidos os animais nascidos na mesma fazenda e ano, e do mesmo grupo de
manejo ao sobreano. Os grupos contemporaneos que continham menos de trés
observagBes e aqueles que desviaram +3 desvios-padrdo da média desse grupo
foram eliminados. Também foram excluidos animais sem informacdo de fazenda e
ano de nascimento, grupo de manejo ao sobreano e da caracteristica em estudo. Em
seguida as caracteristicas ajustadas foram agrupadas utilizando apenas os animais

genotipados.

2.6 ldentificacdo de CNV e CNVR

A deteccdo de CNVs foi conduzida utilizando os dados gerados pelo
genotipagem dos animais por meio do software GenomeStudio 1,0, onde cada SNP
€ analisada em particular. O PennCNV é o algoritmo mais utilizado para estudos de
CNV, uma vez que apresenta baixa taxa de falsos positivos, ele incorpora multiplas
fontes de informacéo e é baseado em um modelo de “hidden Markov” para deteccéo
de CNV a partir dos dados de genotipagem de alta densidade.

O arquivo do modelo para correcdo do contetdo de guanina-citosina (CGC)
foi gerado considerando uma regido gendmica de 1Mb em torno de cada marcador
(500 kb de cada lado). As CNVs foram inferidas utilizando o modelo “Hidden Markov”

através do PennCNV. Apos a deteccdo das CNVs foram excluidas regides contendo
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menos de 10 SNPs por regido e foram aplicados filtros de qualidade onde amostras
com desvio padrao para razdo log R (LRR) > 0,35; frequéncia do alelo B (BAF) >
0,01 e valor “waves factor” entre -0,05 e 0,05 (Liu et. al, 2013) foram excluidas.
Amostras contendo mais de 90 CNVs e CNV com tamanho menor que 1kb e maior
que 5 Mb foram excluidas.

Inicialmente, o estudo de associagéo utilizando um modelo linear, foi realizado
a partir de toda a populacdo de animais que possuiam fenétipos. Contudo, poucas
regides de CNVs significativas foram identificadas com as caracteristicas de carcaca
e carne. Dessa forma, optamos por realizar um modelo logistico, onde dois grupos
de animais com fendtipos ajustados extremos para cada caracteristica foram criados
para cada caracteristica, sendo considerado 400 animais com a mais alta (HIGH) e
400 animais com as menores (LOW) fenétipos para cada caracteristica e receberam
a pontuacdo 1 e 0, respectivamente. O software CNVRuler utiliza o teste de maxima
verossimilhanga (ML) (KIM et al., 2012). Os falsos positivos (FDR) foram controlados
utiizando um teste de correcdo de comparacdo mdltipla, onde os FDR<O0,01
possuem uma associacdo potencialmente significativa. A andlise descritiva das
caracteristicas estudadas para a populacdo sem ajustes e os grupos BAIXO e ALTO
estdo descritas na tabela 1. As regides de CNVs (CNVRs) associadas as
caracteristicas em estudo, foram gerados pela sobreposicdo de CNVs identificadas

através do software CNVRuler (KIM et al., 2012).

2.7 Prospeccao de genes

A busca dos genes foi realizada apenas nos CNVRs significativos (P<0,05),

através do Map Viewer de genoma bovino, disponivel no "National Center for
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Biotechnology Information” (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) no genoma UMD3.1
versao bovina, por ser de melhor resolugédo para mapeamento de CNV em bovinos
(HOU et al., 2012) Nesta base de dados foram identificados genes nas regides
cromossémicas que explicaram parte da varidncia genética aditiva das
caracteristicas estudadas.

A classificacdo dos genes para a funcao biolégica, a identificacdo das vias
metabdlicas e enriqguecimento de genes foi realizada no site "O banco de dados para
anotacdo, visualizacdo e  descoberta integrada (DAVID) v. 6.7"
(http://david.abcc.ncifcrf.gov /). A identificagdo das vias metabodlicas e
enriqguecimento dos genes (vias Gene Ontologia e KEEG) também foi realizada no

website DAVID, a partir da anotacdo Ensembl de genes no banco de dados.

3. Resultados E Discusséao

3.1 Analise descritiva das caracteristicas

Pode-se observar que houve diferenca significativa entre 0os grupos baixo e alto
guanto as caracteristicas relacionados a qualidade da carne produzida (Tabela 1).
Animais do grupo alto produziram carne com maior area de olho de lombo, mais
marmorizada, mais vermelha (> a*) e mais brilhante (> L*), no entanto, a carne
produzida pelos animais do grupo baixo foi mais macia (< FC) do que a carne

produzida pelos animais do grupo alto.
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Tabelal. Andlise descritiva dos parametros area de olho de lombo (AOL — cm?),
indice de marmoreio, forca de cisalhamento (FC - Kgf), intensidade de vermelho (a*),
intensidade de amarelo (b*) e luminosidade (L*) do musculo longissimus para a
populacao total (controle), grupos baixo e alto apds ajustes.

R Controle Baixo Alto

Parametro - - - - - -

Media Min Max DP Media Min Max DP Media Min Max DP.
AOL 68.2 30.9 939 6.99 58.5, 42.8 63.03 2.87 76.19. 71.33 93.05 3.03
Marmoreio 2.73 1.9 42 0.39 231y, 158 2.49 0.12 3.2 295 429 0.14
FC 595 156 12.33 1.42 46, 273 514 0.35 7.45. 6.64 10.73 0.52
a* 1548 4.04 33.31 3.56 1252, 6.02 14 1.02 18.72a 16.81 29.26 1.36
b* 18.06 10.56 33.48 2.88 18.08a 10.84 25.11 1.44 18.07a 10.36 26.41 1.30
L* 28.21 12.94 43.99 4.8 23.68y 14.11 26.29 1.92 32.36a 30.36 38.97 1.27

A coloracdo da carne pode ser influenciada por fatores como alimentacéo, idade
do animal, atividade fisica durante a vida, concentracdo de mioglobina no musculo e pH
final da carcaga (MUCHENJE et al. 2009). A luminosidade (L*) da carne pode ser
afetada pela capacidade do musculo em reter 4gua intracelular (KOOHMARAIE et al.
2002; ANDRADE et al., 2010), sendo que quanto maior a producao de exsudato, mais
brilhante tende a ser a carne e maior o valor de L*. Com o aumento ou reducé&o do valor
de a*, a coloracédo avermelhada da carne aumenta ou diminui, respectivamente, e esta
variavel pode ser utilizada como parametro de controle da estabilidade da carne
durante o seu armazenamento (GARCIA-ESTEBAN et al. 2003). Quanto a intensidade
de amarelo (b*), conforme o valor de b* aumenta ocorre a descoloracdo das amostras,
enquanto que a reducédo do valor de b* representa a formacao de metamioglobina, que
proporciona coloracdo marrom a carne (HUANG et al. 2011). Dados da literatura
apontam que valores de forca de cisalhamento abaixo de 5 kgf caracterizam a carne
como macia (FELICIO 1997). Assim, a carne de animais pertencentes ao grupo baixo
pode ser considerada macia e a carne de animais do grupo alto pode ser considerada

dura.
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3.2 Variagdes no numero de copias (CNVs) e regides de variagbes no numero de
copias (CNVRs)

Apés busca através do algoritmo PennCNV, um total de 13.765 CNVs foram
identificados, com comprimento médio de médio porte 185.640,68bp, com um
maximo de 4.395.339bp e um minimo de 50.001bp. Os CNVs originados do
PennCNV foram utilizados para a determinagédo dos CNVRs utilizando o CNVRuler,
e mostraram um total de 982 CNVR distribuidas em todos os 29 cromossomos da
populacdo sob estudo. Essas CNVR correspondem a aproximadamente 5.9% do
comprimento total do genoma bovino (UMD_3.1). Considerando o total de CNVRs
obtidas através de CNVs de todos os tamanhos, destas 41.03% foram
caracterizadas como regides de insercdo de numeros de coépias, 37.27% como

delecéo e 21.7% com ambos 0s eventos na mesma regiao (insergao e delegédo).

3.3 Associacao de genes com as CNVRs

Dentre os genes encontrados nos CNVRs, alguns se destacam por
apresentarem funcdes que podem influenciar as caracteristicas em estudo. O
software DAVID v6.7 foi usado para procurar grupos funcionais enriquecidos e

caminhos com base em nossas listas de genes.

3.3.1 Forca de Cisalhamento

Para a caracteristica forca de cisalhamento, que mensura a maciez da carne,
foram encontrados um total de 154 genes em 11 CNVRs distribuidos pelos

cromossomos BTA 1, 2, 5, 8, 9,11, 12, 20, 23, 29, descritos da tabela. O gene
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SLC34A3 esta localizado em uma CNVR associado a forca de cisalhamento. Esse
gene participa do metabolismo de fosforo, calcio e s6dio do masculo e mutagdes
foram identificadas em humanos e associadas a fraqueza muscular (BERGWITZ et
al 2006, LAL et al 2016). A atuacdo do gene no musculo e a sua participacdo na
rigidez do tecido muscular, fazem-no um candidato para essa caracteristica em
bovinos. Mais ainda, esse gene aparece em outro CNVR significativo para cor a*.
Mostrando que esse gene é paralogo (mais de uma copia no genoma) e de efeito
pleiotropico. Outro gene também associado a fraqueza muscular € o gene TRDN
(triadin) expresso tanto no muasculo esquelético como no cardiaco. Oddoux et al.,
(2009) observaram em um estudo com ratos, que 0S animais que nao expressavam
o gene Triadin, apresentavam fraqueza muscular, possivelmente devido a sua
funcdo no acoplamento excitagao-contracdo muscular.

Os genes SCARA3 e SCARAS5 fazem parte de uma importante familia de
receptores € SR, o qual € composto por uma espiral enrolada a-helicoidal e uma
tripla hélice do colageno (Kodama et al., 1990). Estes genes podem estar
associados as células de colageno presente na fibra da carne e sua expressao pode
indiretamente alterar a concentracdo de colageno muscular e consequentemente
influenciar caracteristica em estudo.

Outro gene encontrado foi o NDUFB6, provavelmente, sua expressao atua
como moderador na producdo de insulina, garantindo assim o fornecimento de
energia necessaria para o metabolismo do masculo esquelético. Em estudo, Ling et
al. (2007), avaliaram gémeos jovens e idosos com e sem diabetes de mielites tipo 2

e descobriram que a expressdao do gene NDUFB6 (NADH dehydrogenase
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(ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6) no musculo esquelético diminui com a idade e o
nivel desse gene no musculo foi positivamente associado a absorcao de glicose.

Além das fibras musculares, o tecido adiposo também faz parte da
composicao estrutural da carne e pode influenciar diretamente a maciez do produto
final, pois a deposicdo de gordura entre as fibras musculares pode aumentar a
maciez. Um grupo de proteinas que possivelmente auxiliam no processo de
deposicao de gordura na musculatura do animal sdo as proteinas de ligacao de
acidos graxos (FABPs), tais como as produzidas pelo gene FABP7 (fatty acid binding
protein 7, brain), também associado a for¢a de cisalhamento, que possuem um efeito
estimulador sobre as enzimas envolvidas nos processos de metabolismo dos acidos
graxos (SHIMIZU et al., 1997). Esse gene foi associado ao peso e rendimento de
peito de frango em um estudo realizado por Liu et al., (2013) onde identificaram
marcadores moleculares e genes candidatos relacionados com caracteristicas de
composicao corporal e qualidade da carne em frangos da raca Beijing-You.

Outro tecido que também pode afetar a maciez da carne, é o tecido
conjuntivo, onde encontra-se presente o colageno, o principal tipo de fibra
extracelular, sendo a proteina mais abundante no organismo do animal,
representando cerca de 20 a 25% do total de proteinas em mamiferos (SARCINELLI
et al., 2007), e tem como uma de suas fun¢des promover elasticidade e resisténcia
aos musculos. Alguns dos genes encontrados, estdo associados a producédo dessa
proteina, como o COL10A1 (Collagen, Type X, Alpha 1) e o COL5A1 (collagen, type
V, alpha 1) localizados no BTA9 e BTAL1l, respectivamente. Apesar do gene em

guestdo ndo estar associado com os tipos de colagenos normalmente encontrados
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no musculo esquelético, acredita-se ele pode indiretamente influenciar na

concentragao e producao de coldgeno no musculo longissimus.

3.3.2 Marmoreio

Foram encontrados um total de 126 genes em 11 CNVRs distribuidos pelos
cromossomos BTA 1, 3, 4, 5, 7, 10, 11 descritos da tabela 4. Dentre os genes
encontrados alguns se destacam por apresentarem func¢des que podem influenciar
indiretamente a caracteristica em estudo. Os genes SLC6A18 (solute carrier family
6, member 18), SLC6A19 (solute carrier family 6 (neutral amino acid transporter),
member 19) pertencem a familia SLC6 de proteinas, agem como transportadores
especificos para neurotransmissores, aminoacidos, e osmdlitos como betaina,
taurina e creatina (utilizada como reserva de energia, principalmente nas células do
musculo esquelético). E encontrada livre no citoplasma de células musculares e
guando ha estresse fisico ou lesdes musculares estas células a deixam extravasar.
(THRALL et al., 2007; DAIROT & BRANDELLI, 2008; DEL GRANDE, 2012). Devido
a esses aspectos, a creatina quinase (CK) é frequentemente usada como indicador
de estresse fisico/lesdo muscular no periodo pré-abate, sendo diretamente
associado ao bem-estar animal e a qualidade de carne. A mensuragao dos niveis de
CK sanguinea tem sido empregada na determinacdo do estresse fisico, ou na
suscetibilidade ao estresse, em suinos, bovinos, ovinos e aves (DAIROT &

BRANDELLI, 2008).
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3.3.3 Area de olho de lombo (AOL)

Da mesma forma para a caracteristica AOL, foram encontrados um total de
151 genes em 20 CNVRs distribuidas pelos cromossomos BTA 1, 4, 5, 7, 8, 12, 15,
16, 17, 28, 29 descritos da tabela 4. Acredita-se que a expressdo do gene INS
(insulin) colabora para o fornecimento de energia para o0 musculo longissimus, pois 0
mesmo apresenta como fungédo fornecer instrugcbes para produzir o hormdnio
insulina, o qual € necessario para o controle dos niveis de glicose no sangue. Em
estudo de associacdo de CNVs com caracteristicas de composicdo do leite
(porcentagem de proteina do leite e de gordura) na raca Holstein, Gao et al., 2017,
identificaram através de “Gene Ontology” e “KEGG pathways analalises”, que o gene
INS estd associado com funcdes bioldégicas especificas relacionadas ao
metabolismo de proteinas e lipidios, bem como vias metabdlicas da insulina/IGF.
Implicando em uma potencial associagdo com o metabolismo de lipideos nos
tecidos.

As andlises de enriqguecimento foram feitas com genes identificados em
regibes gendmicas associadas as caracteristicas em estudo com o auxilio da
ferramenta DAVID indicaram que o gene COL10A1l, associado a SF e o gene INS,
associado a REA, estdo envolvidos em vias metabdlicas
(GO:0005578~proteinaceous extracellular matrix, GO:0044421~extracellular region
part, GO:0031012~extracellular matrix) envolvidas na matriz extracelular proteica,
parte regido extracelular e na matriz extracelular. A matriz extracelular é
responsavel, junto aos diferentes tipos de células, pela formacéo dos diferentes tipos

de tecidos, 6rgados, e por consequéncia pelos diversos sistemas. Sendo mais
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abundante nos tecidos conjuntivos, porém apresentado papel de suma importancia
nos demais tecidos (ROBERTS et al., 2004).

Recentemente, Fernandes Junior et al. (2016), realizaram analises de GWAS
utilizando a metodologia do single-step BLUP gendmico (ssGBLUP) utilizando a
mesma base de dados do presente estudo, e identificaram genes associados a area
de olho de lombo que estdo envolvidos em processos biologicos relacionados
crescimento e desenvolvimento dos animais (CDKN2A e CDKN2B) e relacionados
ao crescimento e proliferacdo celular (SLC38A1 e SLC38A2) associados a REA.
Apesar de ndo terem sidos identificados para a presente caracteristica genes da
familia SLC3 e SLC6 foram associados com a maciez e o marmoreio da carne,
respectivamente, o que pode indicar participacao desta familia de genes na fisiologia
de formacao das células musculares, e com isso influenciarem as caracteristicas em

estudo.

3.3.4. Intensidade de cor

A intensidade de vermelho (a*) € um indicativo da intensidade da cor
vermelha e estd associado ao conteddo de oximioglobina no musculo. A intensidade
de amarelo (b*) indica a quantidade de amarelo e frequentemente esta relacionada
aos pigmentos carotenoides depositados na gordura da carne. A luminosidade (L*)
esta associada a quantidade de agua no tecido e a evolugdo das reacdes
bioquimicas post mortem. (ODA et al., 2004; SANUDO et al., 1997). Para a
caracteristica intensidade de vermelho (a*) foram encontrados nas CNVRs um total

de 310 genes distribuidos em 16 CNVRs pelos cromossomos BTA2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
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11, 12, 13, 14, 15, 17, 20, 21, para intensidade de amarelo (b*) foram identificados
nas CNVRs 136 gene em 13 CNVRs distribuidos pelos cromossomos BTA 2, 3, 4,
5,6, 7,17, 19, 29 e para luminosidade (L*), foram localizados nas CNVRs 150 genes
em 13 CNVRs, dispostas pelos cromossomos BTA 2, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 23,
29 descritos da tabela 4. Os genes descritos a seguir sdo associados para
simultaneamente para as caracteristicas a*, b* e L*.

O gene CAPZB (capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta),
associado as caracteristicas a*, b* e L, codifica a subunidade beta da proteina de
ligacdo as extremidades farpadas (barbed-end) dos filamentos actina, que pertence
a familia de proteinas F-actina de nivelamento. Este gene foi identificado em frangos
como uma proteina de ligagdo de actina, composta por subunidades a e [
(BARRON-CASELLA et al.,, 1995). Ao limitar as extremidades farpadas ("barbed-
end") dos filamentos de actina, o Cap Z regula o crescimento do filamento de actina
nas suas extremidades (CASELLA et al. 1986). Possivelmente, este gene auxilia a
formacao e desenvolvimento muscular.

Os genes PLA2G2F (phospholipase A2, group IIF), PLA2G2A (phospholipase
A2, group IIA (platelets, synovial fluid)), PLA2G2D1 (calcium-dependent
phospholipase A2 PLA2G2D1), PLA2G5 (phospholipase A2, group V), PLA2G2D4
(calcium-dependent phospholipase A2 PLA2G2D4), foram associados a
caracteristica luminosidade (L*), sdo membros da familia fosfolipase (PLA2),
enzimas que realizam a clivagem de fosfolipidios da membrana celular em acidos
graxos livres e lisofosfolipidios,( VADAS et al., 1986; ARITA et al., 1989). As PLA2s
apresentam um importante papel em vérias fungdes celulares, incluindo manutencao

dos fosfolipidios celulares, geracdo de prostaglandinas e leucotrienos, traducdo de
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sinais, proliferacao celular e contragao muscular (DENNIS, 1994). O gene PLA2G2F
(phospholipase A2, group IIF) esta relacionado com o metabolismo de &cidos
graxos. Em estudo utilizando sistemas celulares de humanos e ratos, Murakami et
al. (2002) concluiu que esse gene regula o metabolismo do &cido araquiddnico e
possui funcdo de resposta inflamatoria. Se confirmada a expressdo desse gene no
musculo pode haver indicio de maior acimulo de &cidos graxos no musculo, o que
acarreta em maior deposicado de gordura entremeada, consequentemente ele afeta
os valores de a* e b* reduzindo a intensidade de vermelho e aumentando a
intensidade de amarelo na carne avaliada. A andlise funcional DAVID revelou
agrupamentos envolvidos nas ligacdes dos ions de ferro e calcio, ligagdes de cation

e de metais.

3.3.5. Regides relacionadas entre caracteristicas

Com excecdo da caracteristica maciez, as demais caracteristicas
apresentaram CNVRs contento genes relacionados com receptores olfativos, que
estdo localizados no BTA7 para a caracteristica marmorizacdo, no BTA5 e BTA15
para a caracteristica area de olho de lombo, no BTA 5 e BTA7 para a caracteristica
a* no BTA 29 para a caracteristica b*, nos BTA7, BTA10, BTA15 e BTA29 para a
caracteristica luminosidade (L*). A expressdo de um grande numero de receptores
olfativos contribui para a complexidade da capacidade do sistema olfativo para
detectar e discriminar compostos odoriferos (FLEISCHER, et al., 2009).
Recentemente, estes receptores tém sido detectados no trato gastro intestinal.
Diversos estudos relataram a expressao diferencial da proteina no tecido adiposo,

figado e musculo esquelético de ratos propensos a obesidade e resistentes ao que


http://www.omim.org/entry/616793?search=PLA2G2F&highlight=pla2g2f#1
http://www.omim.org/entry/616793?search=PLA2G2F&highlight=pla2g2f#1
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sugerem que estas proteinas desempenham um papel na susceptibilidade a
obesidade (JOO et al, 2011;. KIM et al, 2011 ; WANG et al, 2011).

Receptores olfativos sdo quimiorreceptores e, apesar de seu papel exato no
trato gastrointestinal ndo é compreendido, é evidente a partir destes dados que estes
receptores sdo suscetiveis a manipulacdes da dieta (PRIMEAUX et al., 2012). Os
grupos funcionais enriguecidos significativos relacionados com o0s receptores
olfativos encontrados foram a atividade do receptor, via olfatéria proteina receptor
acoplado a sinalizacao de proteinas, parte integrante da membrana, receptor ligado
a transducao de sinal da superficie celular, intrinseco a membrana, transducéo
olfatéria.

Utilizando o mesmo banco de dados do presente estudo, Magalhdes et al.
(2016) realizaram analises de GWAS para as caracteristicas de maciez e marmoreio
utilizando a metodologia ssGBLUP Os autores apresentaram os resultados de
GWAS com base na propor¢do da variancia explicada por janelas de 150 SNPs
adjacentes e identificaram janelas de SNPs que continham fatores olfativos, que
participavam da transformacdo de GDP (guanosine diphosphate) em GTP
(guanosine triphosphate), que sao reguladores da proteina G, e podem ser utilizados
como fonte de energia dentro das células (RUSSELL et al., 2007). Os receptores
olfativos também foram encontrados em estudo recente realizado por Lemos et al.
(2016), que também utilizou a mesma base de dados do presente estudo na
associacdo de CNVs e CNVRs com perfil acidos graxos carne, endossando a
importancia destes genes em caracteristicas de qualidade de carne, pois, outra

explicacdo para o efeito dos receptores olfativos em caracteristicas de carne é sua
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acdo no duodeno, onde promovem a absor¢éo de acidos graxos e com isSso aumenta
0 acumulo de gordura, como demonstrado em ratos (PRIMEAUX et al., 2013).

Além disso, receptores olfativos também s&o conhecidos por atuar no tecido
adiposo e na diferenciacdo dos adipécitos, o que acarreta no acimulo de gordura no
musculo (VON DER HEYDE et al., 2014). Outros estudos também sugerem que 0s
receptores olfativos participam da ingestdo de alimentos devido a sua funcédo
conhecida sobre os neurdnios olfatérios, que faz com que o animal aumente a busca
e ingestdo dos alimentos (LOCH et al.,, 2013) que consequentemente promove 0
ganho de peso e o acumulo de gordura. Isso mostra a forte influéncia desse grupo
de genes em caracteristicas de carne em animais Nelore. Genes possuem Varios
papeis no metabolismo, tanto que os receptores olfativos primeiramente foram
descritos por estarem envolvidos na percepcdo de odores, mas nao se pode
descartar a possibilidade que exercam outras fungdes no organismo, como
mencionado acima. Assim, estudos especificos que demonstram o verdadeiro papel
desse grupo de genes no metabolismo lipidico sdo necessarios.

E bastante interessante observar que muitas das CNVRs apresentaram genes
do tipo LOC. Esses genes nada mais sdo do que genes incertos, ou seja, genes que
ainda precisam de mais estudos para se confirmar sua existéncia e agao. O simples
fato de esses genes estarem em regides duplicacdo-delecédo, pode dificultar sua
validacéo, pois dependendo do genoma a ser sequenciado, pode um fragmento
pode estar ausente ou duplicado. Todavia, o presente estudo que sinaliza CNVR
significativas, reforca a presenca de genes atuantes localizados nessas regides.

As janelas de SNPs identificadas por Magalhdes et al. (2016) e as CNVRs

encontradas do presente estudo para as caracteristicas marmoreio e maciez foram
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sobrepostas (Figura 2) sendo encontradas 66 e 58 regides semelhantes entre os
dois estudos, respectivamente. As regifes sobrepostas pelo critério de avaliagdo
utilizado no estudo de SNPs n&o foram as que explicaram a variancia das
caracteristicas, porém podem significar um ponto inicial para buscar possiveis
explicagBes biologicas na expressdo dos fendtipos. A descricdo dessas regides
sobrepostas e 0 enriguecimento dos genes para as caracteristicas marmoreio e
maciez estao descritos na Tabela 9 e Tabela 10, respectivamente.

Os grupos funcionais enriquecidos significativos foram relacionados fungdes
gue podem influenciar em ambas as caracteristicas em estudo, tais como de
ligagBes de ATP, diferenciacdo celular, manutengéo e desenvolvimento do muasculo
esquelético, desenvolvimento do tecido adiposo e sintese de colageno. Os genes
EPHB3, FXYD1, EEF2, GJAl, ETV5, CAMK2G, HMG20B, MEOX2 encontrados
nessas regides, estao relacionados com a diferenciagéo celular, desenvolvimento e
contracdo muscular. Os genes ABCF3, ATM, DDX39, FLT1, PAN3, PBK,
RASGEF1C, TNFRSF6B, DAPK3, DGKG, FLT3, IPMK, MATK, MAPK9 estdo
relacionados com ligacdes de ATP. E os genes COL20A1, ECE2, ACAT1, LEP estéo
associados com fungdes relacionadas a sintese de colageno e ao desenvolvimento
do tecido adiposo. Estes genes podem colaborar na fisiologia da deposicdo de
gordura intercalada no musculo, uma vez que os lipidios sdo derivados do consumo
de gorduras ou da ingestdo excessiva de carboidratos que s&o processados e
armazenados sob a forma de gordura. Dessa forma a sobreposicdo dessas regioes
em ambos estudos aumenta a confiabilidade da existéncia de variagdes estruturais

influenciando a variabilidade genética da maciez e marmorizagéo da carne e indicam
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gue o uso destas variagOes poderao futuramente auxiliar na identificacao e selecéo

de animais superiores para estas caracteristicas.

Magalhaes etal 2016  Berton etal 2017

[
o
W

2341 66

Marmoreio
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Figura 2. Sobreposi¢bes dos resultados de CNVR e janelas de SNPs obtidos no
presente estudo e por Magalhdes et al., 2016 para indice de marmorizacdo e
maciez, respectivamente.

A expresséao tardia e a dificil mensuracdo de caracteristicas de qualidade de
carne prejudicam sua utilizacdo como critérios de selecdo, apesar delas possuirem
variacdo fenotipica e genética para responder a selecdo (PEREIRA et al., 2014;
TONUSSI et al., 2015) e demonstrarem a existéncia de uma variagdo substancial na
raca Nelore, onde varios touros tém uma proporgdo de sua progénie comparavel em
termos de maciez de carne touros mesticos Bos taurus (PEREIRA et al., 2014) .
Neste sentido, uma solugéo para superar estas dificuldades pode ser a identificacdo
de marcadores genéticos ou polimorfismos em genes (GARRIK et al.,, 2011) que
influenciam estas caracteristicas para melhora-las através de selecéo assistida por

marcadores ou selecdo gendmica. Comparado com SNPs, os CNVRs envolvem
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mais sequéncias gendmicas e tém efeitos potencialmente maiores, incluindo
mudancgas na estrutura do gene e na dosagem, alternando a regulagéo génica, e
expondo alelos recessivos (ZHANG et al. 2009) e consequentemente influenciam a
expressao do fendtipo.

Dessa forma o estudo das CNV e CNVRs juntamente com outras ferramentas
gendmicas poderd auxiliar na determinacdo de possiveis regides candidatas
associadas as caracteristicas de qualidade da carne, além de possibilitar a
identificacdo de regides no genoma bovino que podem participar do processo da
fisiologia de desenvolvimento muscular, bem com contribuir para a identificacéo e

selecédo de animais geneticamente superiores.

4. Conclusao

O enriquecimento de genes das regides de CNV revelaram processos bioldgicos
gue podem estar envolvidos na qualidade de carne. Vérias regides gendmicas foram
associadas a QTL relacionadas a deposicdo de gordura (FABP7) e contracao
muscular (SLC34A3, TRDN), matriz extracelulares (INS e COL10Al), bem como
genes transportadores de creatina (SLC6A18 e SLC6A19) foram identificadas, além
suas respectivas vias metabodlicas. Estas devem contribuir para consolidar
caracteristicas que quando agregadas as informacdes gendmicas, poderdo auxiliar
na selecdo para caracteristicas associadas a qualidade da carne de bovinos da raca
Nelore .

Além disso, as CNVRs podem ser usadas como ferramenta auxiliar em
futuros estudos de GWAS, cuja principal funcdo € procurar mutacées causadoras

informativas, que devem auxiliar o melhor entendimento dos mecanismos de acéo e
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a fisiologia de caracteristicas importantes. A sobreposicdo de CNVs com SNPs deve
aumentar as chances de encontrar regides mais confidveis para a detec¢cédo de QTLs

relacionados com caracteristicas de interesse.
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Tabela 2. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacas estudadas por regressao
logistica e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRs.

Caracteristica CNVR ID Crs  Descricdo Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G L* Valor de P
CNVR_gain_3 1 Ganho 1374155 3404571 2030417 27 27 0 45 45 0 0.026
CNVR_gain_644 2 Ganho 81291862 83154452 1862591 32 32 0 15 15 0 0.015
CNVR_loss_936 5 Perda 22514133 22563988 49856 233 0 233 204 0 204 0.031
CNVR_loss_1571 8 Perda 10248664 15908996 5660333 88 0 88 114 0 114 0.041
CNVR_loss_1804 9 Perda 27779045 35400778 7621734 84 0 84 111 0 111 0.032
CNVR_loss_2268 11 Perda 105371400 106123357 751958 22 0 22 10 0 10 0.023
CNVR_loss_2269 11 Perda 106158972 106995276 836305 31 0 31 17 0 17 0.024
CNVR_loss_2314 12 Perda 32054331 32232492 178162 53 0 53 36 0 36 0.050
CNVR_loss_3436 20 Perda 70875830 71992748 1116919 32 0 32 19 0 19 0.043
CNVR_loss_4214 29 Perda 11791851 12281860 490010 69 0 69 48 0 48 0.031
CNVR_loss_3745 23 Perda 28828468 28861534 33067 26 0 26 42 0 42 0.040

genes

Forca de
Cisalhamento

CNVR_gain_3
CNVR_gain_644
CNVR_loss_936

CNVR_loss_1571

CNVR_loss_1804
CNVR_loss_2268

CNVR_loss_2269
CNVR_loss_2314
CNVR_loss_3436

CNVR_loss_4214
CNVR_loss_3745

IFNGR2 IFNAR1 LOC104970778 IL10RB IFNAR2 LOC526226 OLIG1 LOC100848368 OLIG2 LOC100848215 C1H21orf62 PAXBP1 SYNJ1
C1H210rf59 EVALC LOC104970779 LOC104970780 URB1 MRAP MIS18A LOC101904359 HUNK LOC104970781 SCAF4 SOD1

LOC785710

LOC784883

PNOC TRNAG-GCC ELP3 NUGGC SCARA5 PBK ESCO2 CCDC2 SCARA3 CLU TMEM215 NDUFB6 MIR2469 TOPORS DDX58 ACO1
TRNAC-ACA MIR2285M-5 LINGO2 MIR876 MIR873 LOC104969264 LOC104969267 LOC104968521 LOC104969273 LOC104969276
LOC104969274 LOC104969277 LOC104969278

TRDN CLVS2 SMPDL3A FABP7 PKIB SERINC1 HSF2 GJA1 TBC1D32 MAN1A1 FAM184A ASF1A CEP85L MCM9 PLN SLC35F1 NUS1
NEPN GOPC DCBLD1 FAM162B KPNA5 ZUFSP RWDD1 TRAPPC3L DSE FRK COL10A1 NT5DC1

CACNA1B EHMT1 ARRDC1 ZMYND19 MRPL41 PNPLA7 NSMF ENTPD8 NOXA1l EXD3 NRARP TOR4A NELFB C11H90rf173 FAM166A
TUBB4B SLC34A3 RNF224 CYSRT1 RNF208 NDOR1 TMEM203 TPRN SSNA1 ANAPC2 TMEM210 LRRC26 GRIN1 RXRA

UAP1L1 SAPCD2 ENTPD2 NPDC1 FUT7 ABCA2 CLIC3 LCNL1 PTGDS LCN12 C8G FBXW5 TRAF2 EDF1 MAMDC4 PHPT1 C11H90rf172
RABL6 CCDC183 TMEM141 LOC100295548 LCN6 LOC511158 MRPS2 C11H90rf116 PPP1R26 OLFM1 FCN1 COL5A1

LOC10084733 LOC101902112
UAP1L1 SAPCD2 ENTPD2 NPDC1 FUT7 ABCA2 CLIC3 LCNL1 PTGDS LCN12 C8G FBXW5 TRAF2 EDF1 MAMDC4 PHPT1 C11H90rf172
RABL6 CCDC183 TMEM141 LOC100295548 LCN6 LOC511158 MRPS2 C11H90rf116 PPP1R26 OLFM1 FCN1 COL5A1

LOC786987 LOC104975671
LOC505383 LOC101906698 LOC104976224 LOC104976223 LOC104976227
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Tabela 3. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacas estudadas por regressao
logistica e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRSs.

Caracteristica CNVR ID Crs  Descricdo Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G L* Valor de P
CNVR_loss_82 1 Perda 36764094 37254059 489966 22 0 22 9 0 9 0.03
CNVR_loss_188 1 Perda 102146418 104368918 2222501 46 0 46 29 0 29 0.04
CNVR_loss_668 3 Perda 50819261 51600304 781044 24 0 24 10 0 10 0.02
CNVR_loss_827 4 Perda 24824291 24959800 135510 35 0 35 56 0 56 0.02
CNVR_loss_1016 4 Perda 118884897 118891222 6326 50 0 50 33 0 33 0.04
CNVR_gain_1822 5 Ganho 115342811 118109413 2766603 55 55 0 7 77 0 0.03
CNVR_loss_1218 5 Perda 102375978 102896856 520879 91 0 91 116 0 116 0.05
CNVR_loss_1456 7 Perda 10826539 11486814 660276 66 0 66 99 0 99 0.006
CNVR_loss_1540 7 Perda 41223948 41241356 17409 30 0 30 15 0 15 0.02
CNVR_loss_2088 10 Perda 7498529 10676872 3178344 23 0 23 9 0 9 0.02
CNVR_gain_3467 11 Ganho 20031 124362 104332 34 34 0 20 20 0 0.03

genes

Marmoreio

CNVR_loss_82
CNVR _loss_188
CNVR_loss_668
CNVR _loss_827
CNVR_loss_1016

CNVR_gain_1822
CNVR_loss_1218

CNVR_loss_1456
CNVR_loss_1540

CNVR_loss_2088
CNVR_gain_3467

EPHA3 LOC101904733
BCHE LOC104970978 LOC100139653 SLITRK3 LOC782206 LOC782179 S| LOC104970979 LOC781603

EVI5 TRNAC-ACA GFI1 RPAP2 GLMN C3H1orf146 TRNAE-UUC BRDT EPHX4 BTBD8 LOC785783 LOC530756 LOC104971636

ISPD SOSTDC1

RNF32
EFCAB6PARVB PARVG KIAA1644 LDOCI1L PRRS PHF21B NUP50 MIR1249 KIAA0930 UPK3A FAM118A SMC1B RIBC2 FBLN1 ATXN10
MIRLET7A-3 MIR2443 MIRLET7B MIR3596 PPARA CDPF1 PKDREJ TTC38 GTSE1 TRMU CELSR1 GRAMD4 CERK TBC1D22A

LOC104972550 WC-7 LOC751788 LOC104972549 LOC751789 WC1-12 LOC100335428 LOC100336766

LOC100337213 LOC100141148 LOC617305 LOC788068 LOC788080 LOC512296 LOC100296891 OR7A17 LOC100296808 LOC788246
LOC100847301 LOC100296694 LOC100138521 LOC789512 LOC789504 LOC789533 LOC786149 LOC100296166 LOC100296199
LOC786202 LOC100298599 LOC100298645 LOC512956 LOC104972799 LOC100298773 LOC100298811 LOC100301104 LOC100298850
LOC104972801

LOC100336163
SV2C IQGAP2 F2RL2 F2R F2RL1 S100Z CRHBP AGGF1 ZBED3 PDESB WDR41 OTP TBCA MIR2285V MIR2284Z-1 AP3B1 SCAMP1
LHFPL2 ARSB DMGDH BHMT2 BHMT TRNAC-GCA CMYA5 HOMER1 PAPD4 JMY LOC781720 LOC104973029

ZC3H6
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Tabela 4. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacgas estudadas por regressao

logistica e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRs

Caracteristica CNVR ID Crs  Descricdo Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G  L* Va'g de
CNVR_loss_65 1 Perda 27782968 28111487 328520 22 0 22 9 0 9 0.02
CNVR_loss_26 1 Perda 11769851 14989060 3219210 59 0 59 39 0 39 0.03
CNVR_loss_172 1 Perda 93730576 93819471 88896 222 0 222 193 0 193 0.04
CNVR_loss_91 1 Perda 46754269 49508661 2754393 33 0 33 19 0 19 0.05
CNVR_loss_79 1 Perda 36764094 37962776 1198683 25 0 25 13 0 13 0.05
CNVR_loss_985 4 Perda 90360104 91486921 1126818 57 0 57 83 0 83 0.02
CNVR_gain_1435 4 Ganho 83370720 83480472 109753 83 83 0 60 60 0 0.03
CNVR loss_1171 5 Perda 59421039 60167240 746202 242 0 242 212 0 212 0.03
CNVR_gain_2220 7 Ganho 9873696 10182428 308733 92 92 0 57 57 0 0.001
CNVR_loss_1647 7 Perda 78032478 79823123 1790646 28 0 28 14 0 14 0.03
CNVR_loss_1727 8 Perda 12695628 13901047 1205420 29 0 29 14 0 14 0.02
CNVR_gain_2651 8 Ganho 32516387 34000737 1484351 42 42 0 26 26 0 0.04

AOL CNVR_loss_2614 12 Perda 75462926 75946247 483322 105 0 105 144 0 144 0.003
CNVR_loss_2518 12 Perda 5559123 9441294 3882172 54 0 54 30 0 30 0.007
CNVR_gain_4540 15 Ganho 45470174 45562968 92795 92 92 0 68 68 0 0.03
CNVR_loss_2893 15 Perda 12016909 13476961 1460053 29 0 29 15 0 15 0.04
CNVR_loss_3046 16 Perda 16691955 18431191 1739237 29 0 29 15 0 15 0.04
CNVR_loss_3217 17 Perda 23678088 24942099 1264012 22 0 22 8 0 8 0.01
CNVR_loss_4416 28 Perda 28447018 29050764 603747 30 0 30 14 0 14 0.02
CNVR loss_4539 29 Perda 49670579 50361506 690928 21 0 21 4 0 4 0.002

genes
CNVR_loss_65 -
CNVR_loss_26 LOC100847925 NCAM2
CNVR_loss_172 LOC100294973 LOC100847574
CNVR_loss_91 LOC785485 LOC781452 LOC100299050 ZPLD1 TRNAF-AAA LOC104970829
CNVR_loss_79 EPHA3 LOC101904733 LOC101904787 LOC104970810 PROS1 ARL13B STX19
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LOC104970089 NSUNS3
LOC782604 TRNAR-ACG GRM8

CNVR_gain_1435

CNVR_loss_1171

CNVR_gain_2220

CNVR_loss_1647

CNVR_loss_1727
CNVR_gain_2651

CNVR_loss_2614

CNVR_loss_2518
CNVR_gain_4540
CNVR_loss_2893
CNVR_loss_3046
CNVR_loss_3217
CNVR_loss_4416

CNVR_loss_4539

LOC104972168 LOC100295719 TRGC3 LOC104972166 TRGC4

LOC788242 LOC788258 LOC100140889 LOC100139544 LOC788285 LOC788298 LOC788322 LOC788357
LOC788372 OR10A7 LOC788396 LOC788413 LOC788428 LOC788438 LOC788512 LOC100139733 LOC788524
LOC104972492 LOC100140668 LOC788535 LOC104972457 LOC788540 LOC788552 LOC788583 LOC100139543
OR9K2 LOC512340 LOC511753 LOC527216 LOC788998

LOC787882 LOC100295693 LOC100295734 LOC516132 LOC512689 LOC788031 LOC100295806 LOC100301138
LOC100301179 LOC100295735 LOC785898 LOC789459 LOC78684 LOC512488
LOC100848268 LOC513101

LOC104968962 LOC104968963 LOC785099 LOC104968967

LOC104969269 LOC104969271 LOC104969270 MIR2285M-5 LOC786692 LOC10014078
LOC104969273 LOC104969276

LOC104969318 LOC782926

LOC522174 LOC100296113 LOC104973640 LOC523126 LOC104969731 LOC10190681 LOC523126
LOC100847548

LOC100141157 LOC104968471 LOC101903582 LOC101905933 LOC100141168
LOC100138474

LOC782645 LOC782678 LOC782718 LOC516263 LOC782791 LOC523139
LOC529492 LOC104974177

LOC529930 LOC101907125 LOC100140427

PABPCA4L LOC784179 LOC104974592

ASCC1 ANAPC16 DDIT4 MCU TRNAG-CCC MIR2891 MICU1 DNAJB12 LOC104969715 LOC104969716
KCNQ1 TRPMS TSSC4 CD81 CTSD TSPAN32 ASCL2 TH INS IGF2 MIR483 H19 MRPL23 TNNT3 PRR33 LSP1
TNNI2 SYT8 LOC101902361 LOC101902537 LOC104976310 LOC101902793 LOC104976309




96

Tabela 5. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacas estudadas por regressao
logistica e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRSs.

Caracteristica CNVR ID Crs  Descricdo Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G L* Valor de P
CNVR_loss_1356 5 Perda 99519486 100191241 671756 124 0 124 73 0 73 3.5x100
CNVR_loss_2677 11 Perda 105382384 107100431 1718048 31 0 31 13 0 13 0.006
CNVR_loss_1362 5 Perda 102343832 102794601 450770 80 0 80 112 0 112 0.007
CNVR_loss_1011 4 Perda 64879673 65070486 190814 76 0 76 49 0 49 0.01
CNVR_loss_858 3 Perda 120123602 121408443 1284842 36 0 36 18 O 18 0.01
CNVR_loss_1284 5 Perda 59421039 59999377 578339 238 0 238 202 0 202 0.01
CNVR_gain_1314 6 Ganho 79120452 81712012 2591561 26 26 0 11 11 0 0.01
CNVR_loss_2741 12 Perda 32054331 32232492 178162 36 0 36 57 0 57 0.02
CNVR_gain_1098 5 Ganho 73614554 78618081 5003528 23 23 0 10 10 0 0.02
CNVR_loss_2573 11 Perda 57708025 59291525 1583501 50 0 50 31. O 31 0.02
CNVR_gain_3496 21 Ganho 18893292 22569077 3675786 36 36 0 20 20 0 0.03

cor a* CNVR_gain_572 2 Ganho 132500252 136908437 4408186 76 76 0 53 53 0 0.03
CNVR_loss_1210 5 Perda 22514133 22563988 49856 228 0 228 197 0 197 0.03
CNVR_loss_2005 8 Perda 61609739 61877938 268200 23 0 23 11 0 11 0.03
CNVR_loss_3555 17 Perda 73151207 75148791 1997585 35 0 35 20 O 20 0.03
CNVR_loss_3948 20 Perda 70875830 71992748 1116919 29 0 29 16 O 16 0.04

Genes
LOC513869 LOC788694 LOC100140174 LOC101904048 KLRC1LOC101904370 LOC101904370 LOC788558

CNVR_loss_1356

CNVR_loss_2677

CNVR_loss_1362

LOC101905165 LOC100336869 LOC101904903 LOC104970137 LOC104970137 LOC100847738

KLRJ1 TRNAC-GCA LOC100296778 CD94 LOC101905403 NKG2A NKG2C

KLRK1 LOC100335509 KLRD1 LOC618565 LOC100848575

CACNA1B EHMT1 ARRDC1
SSNA1 GRIN1 MAN1B1 UAP1L1 ENTPD2 NPDC1

ZMYND19

NSMF ENTPDS8
FUT7 ABCA2 PTGDSLCN12 FBXWS5

CCDC183 LCN6 MRPS2 C11H90rf116 PPP1R26 COL5A1

LOC751811 LOC104972550 LOC104972550 WC-7 LOC751788

12 DV10 LOC100335428

NOXA1l FAM166A

LOC101904774
LOC100847813 LOC100847813

SLC34A3 NDOR1
EDF1

TPRN

C11H9orf172

LOC104972549 LOC104972549 LOC751789 WC1-



CNVR_loss_1011

CNVR_loss_858

CNVR_loss_1284

CNVR_gain_1314
CNVR_loss_2741

CNVR_gain_1098
CNVR_loss_2573

CNVR_gain_3496

CNVR_gain_572

CNVR_loss_1210
CNVR_loss_2005

CNVR_loss_3555

CNVR_loss 3948
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PDE1C

COPS90TOS ANKMY1 LOC511497 CAPN10 GPR35 GPC1MIR149 AQP12B KIF1A
MTERF4 PASK PPP1R7 HDLBP SEPT2 FARP2 STK25 BOK THAP4 ATG4B DTYMK
NEU4 PDCD1 RTP5

LOC788242 LOC788258 LOC100140889 LOC100139544 LOC788285 LOC788298
LOC100138400 LOC788357 LOC788372 OR10A7 LOC788396 LOC788413 LOC788428
LOC788512 LOC100139733 LOC788502 LOC788490 LOC788524 LOC104972492
LOC788535 LOC104972457 LOC788540 LOC788552 LOC100137966 LOC788569
LOC100139543

ADGRL3 LOC104968895 LOC100140587 LOC101904414
LOC101904777 TECRL

AGXT C3H2orf54 CROCC2
ING5 D2HGDH GAL3ST2

LOC788322
LOC788438
LOC100140668

LOC788583

LOC785233 LOC104968896 LOC104968896 LOC782855

LOC100847339 LOC101902112
TOM1 HMOX1 MCMS5 RASD2 MB RBFOX2 MYHOTXN2 FOXRED2 EIF3D CACNG2 PVALB NCF4
CSF2RB TST KCTD17 TMPRSS6 RAC2 CYTH4 ELFN2 MFNG CARD10 USP18 ALG10 SYT10

PKP2 YARS2 DNMI1L KIAA1551 AMN1

LOC100847903 LOC101907748 LOC784779 LRRTM4
NTRK3 MRPL46 MRPS11 DET1 ACAN HAPLN3 MFGES8 ABHD2 RLBP1 FANCI POLG
RHCG TICRR KIF7 PLIN1 ANPEP AP3S2 ZNF710 IDH2 GDPGP1 VPS33B PRC1 RCCD1

UNC45A MAN2A2 FES FURIN BLM CRTC3 IQGAP1

SH2D5 KIF17 DDOST CDA PLA2G2F PLA2G2D4 PLA2G2D1 PLA2G5 PLA2GZ2A OTUD3 CAPZB UBR4 ALDH4A1l
TAS1R2 LOC536229 ACTL8 ARHGEF10L PADI6 PADI1 PADI2 SDHB MFAP2 CROCC NECAP2 SZRD1 FBXO42
ARHGEF19 EPHA2 FAM131C CLCNKA

LOC784883

ZCCHC7

IGLL1 VPREB3 SMARCB1 MIF SUSD2 GGT5 ADORA2A VPREB1 TOP3B PPM1F MAPK1 CCDC116 UBE2L3
TMEM191C SERPIND1 PI4KA P2RX6 CCDC74B MED15 KLHL22 DGCR2 SLC25A1 CDC45 CLDN5 TXNRD2 COMT
TANGO2 TRMT2A RTN4R

IRX4 LOC104975301 NDUFS6 MRPL36 LOC104975297 LOC101907943
SLC6A3 CLPTMI1L TERT SLC6A18 SLC6A19 SLC12A7 LOC104975298 NKD2 TRIP13 BRD9 LOC101910077
LOC104975299 LOC617224 CEP72 SLC9A3 EXOC3 LOC529500 IGCGAMMA PDCD6 SDHA CCDC127 LRRC14B

LPCAT1
TPPP
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Tabela 6. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacas estudadas por regressao logistica
e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRs.

Caracteristica CNVR ID Crs  Descricdo Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G L* Valor de P
CNVR_gain_876 2 Ganho 132500252 136908437 4408186 74 74 0 53 53 0 0.05
CNVR_gain_972 3 Ganho 41212982 41743300 530319 45 45 0 26 26 0 0.02
CNVR_loss_835 4 Perda 106642849 106871918 229070 37 0 37 19 0 19 0.01
CNVR_loss_751 4 Perda 64879673 65070486 190814 77 0o 77 54 0 54 0.03
CNVR_loss_1084 5 Perda 99519486 100191241 671756 123 0 123 82 0 82 0.001
CNVR_loss_954 5 Perda 22514133 22563988 49856 231 0 231 200 O 200 0.02
CNVR_loss_1292 6 Perda 114526782 115180727 653946 36 0 36 20 0 20 0.03
CNVR_loss_1233 6 Perda 75333800 79074711 3740912 25 0 25 42 0 42 0.05
CNVR_loss_1322 7 Perda 6708218 6718398 10181 49 0 49 31 0 31 0.04
CNVR_loss_2646 15 Perda 3219275 3419690 200416 21 0 21 46 0 46 0.002
CNVR_gain_4868 17 Ganho 24619850 25828235 1208386 20 20 0 9 9 0 0.05

cor b* CNVR_loss_3214 19 Perda 5972577 6837130 864554 23 0 23 10 0 10 0.03
CNVR loss_4242 29 Perda 26773871 28082218 1308348 38 0 38 57 0 57 0.05

Genes

CNVR_gain_876
CNVR_gain_972
CNVR_loss_835

CNVR_loss_751

CNVR_loss_1084

SH2D5 KIF17 DDOST CDA PLA2G2F PLA2G2D4 PLA2G5 PLA2G2D1 PLA2G2A OTUD3 RNF186 CAPZB UBR4 ALDH4A1
TAS1R2 PAX7 ACTL8 ARHGEF10L PADI6 PADI1 PADI2 SDHB MFAP2 CLCNKA NECAP2 SPATA21 SZRD1 ARHGEF19
FAM131C CROCC

OLFM3 LOC522984

LOC101904045 LOC101903865 LOC101903933 LOC101909872 LOC104972267 LOC101903672
LOC101903590 LOC101903755 LOC101904075 LOC509513 LOC101904148 LOC101902874 LOC101902921
LOC101902797 LOC101902717 LOC101904200 LOC100300510 LOC101902515 LOC101902455 LOC786254
PDE1C

LOC513869 LOC788694 LOC100140174 LOC101904048 LOC100139049 LOC101904370 LOC788558
LOC101905165 LOC100336869 LOC101904903 LOC104970137 LOC100847738 LOC101904774 KLRJ1 TRNAC-GCA

LOC100296778 LOC101905403 KLRC1 NKG2C LOC100847813
LOC100848575

KLRK1 LOC100335509KLRD1 LOC618565



CNVR_loss 954
CNVR_loss_1292
CNVR_loss_1233
CNVR_loss_1322
CNVR_loss_2646
CNVR_gain_4868

CNVR_loss_3214

CNVR_loss_4242
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LOC784883

LOC104968943 CPEB2

LOC100141023 LOC101903089 LOC101902242 TRNAC-GCA ADGRL3
LOC101905208

PCDH10 PRAME TRNAC-GCA LOC786811 LOC101908157 LOC100138665 LOC101902151 LOC100336402

PCTP TMEM100 LOC528282 LOC781415 LOC616574 LOC100138217 LOC104974983 LOC781298 LOC513767
LOC100298860 LOC100298821 LOC100139255

OR8D4 OR4D5 OR10S1 VWASA OR8G2 TMEM225 OR8D2 OR8G5 LOC787455 LOC100299320 LOC100299628
LOC100301071 LOC782288 LOC782366 LOC782329 LOC100301320 LOC100300342 LOC100301231 LOC781828
LOC781509 LOC531816 LOC782297 LOC788607 LOC782191 LOC787625 LOC787694 LOC782009 LOC788554 LOC788573
LOC782221
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Tabela 7. Descricdo das CNVRs significativas associadas com as caracteristicas da carne e das carcacgas estudadas por regresséao logistica
e relacdo dos genes encontrados associados as CNVRs.

Caracteristica CNVR ID Crs Descricao Inicio Fim Tamanho BAIXO G* L* ALTO G L* VaII(;r de
CNVR_gain_890 2 Ganho 132410699 136335277 3924579 44 44 0 64 64 0 0.04
CNVR_gain_2304 7 Ganho 42241178 43182417 941240 25 25 0 45 45 0 0.02
CNVR_loss_1452 7  Perda 44143560 44449912 306353 185 0 185 214 O 214 0.04
CNVR loss_1920 9  Perda 92776813 92786911 10099 90 0 90 47 0 47 0.00006
CNVR loss_1982 10 Perda 21938238 22038109 99872 20 0 20 4 0 4 0.003
CNVR loss 2028 10 Perda 42436483 42467266 30784 32 0 32 18 O 18 0.05
CNVR_gain_3544 11  Ganho 5713292 5828686 115395 94 94 0 123 123 0 0.02
CNVR_gain_3900 12 Ganho 41017103 42372438 1355336 20 20 0 35 35 0 0.04
CNVR_loss_2560 13  Perda 53932232 53985223 52992 52 0 52 35 O 35 0.05
CNVR loss 2848 15 Perda 47480277 49693685 2213409 38 0O 38 62 O 62 0.01
CNVR loss 2998 16  Perda 39379458 39665952 286495 58 0 58 83 O 83 0.02

Luminosidade* CNVR_loss_4442 29  Perda 27612781 28009673 396893 58 0 58 39 O 39 0.05
CNVR loss 3879 23 Perda 25315725 25465450 149726 138 0 138 165 O 165 0.05

Genes

CNVR_gain_890

CNVR_gain_2304

CNVR_loss_1452
CNVR_loss_1920

CNVR_loss_1982

EIF4G3 SH2D5 KIF17 DDOST

LOC104973083
LOC100337215

LOC104973084

CDA UBXN10 PLA2G2F PLA2G2D4 PLA2G2D1 PLA2G5 PLA2G2A OTUD3
RNF186 CAPZB UBR4 ALDH4Al PAX7 TAS1R2 KLHDC7A ACTL8 ARHGEF10L PADI6 PADI1 PADI2 SDHB
MFAP2 CROCC SZRD1 SPATA21 NECAP2
GCSAML OR2G2 LOC508626 LOC100335194 OR2G3 LOC524985 LOC787559 LOC532075 ORGF1
LOC101904415 OR6T1 OR11L1 LOC518816 TRIM58 OR2W3 LOC526765 LOC787758 LOC787816 LOC614090
LOC787898 OR2T33 LOC787932 LOC787946 LOC787963 LOC104969163 LOC104969162 LOC788055
LOC616716 LOC788079 OR2L13

LOC614592 LOC100848897

LOC785995

LOC615040 LOC101907557 LOC785963 LOC100337505



CNVR_loss_2028
CNVR_gain_3544
CNVR_gain_3900
CNVR _loss_2560

CNVR_loss 2848

CNVR _loss_2998
CNVR_loss 3879

CNVR_loss_4442

101

LOC104973136
SLC10A6 PTPN13
LOC104973593 LOC101902172 LOC788820

SIRPB1

FAM160A2 OR52B2 OR52L1 OR56A1 OR56A3 OR56A4 OR52E8 OR52E6 OR52N2 OR52N5 ORS5S6B4
LOC616948 TRIM34 TRIM6 OR52B6 OR52H1 UBQLN3 OR52D1 OR5112 OR5111 OR51Q1 ORS51M1 HBE1l
HBE4 HBB HBE2 OR51S1 HBG OR51F2 OR51V1

FMO1 FMO2 LOC517828 FMO3 TRNAE-UUC MROH9 LOC104974426 LOC104974425

BOLA-DQA2 BOLA-DQB BOLA-DQAS5 LOC100848815 LOC100851058

LOC781277 LOCS509323 LOC100139052 OR8D2 LOC782375 TRNAV-CAC LOC516940 LOC782297 LOC782257
LOC782221 LOC782191 LOC787625 LOC100141288 LOC510984 LOC787694 LOC514864 LOC101903186
LOC513062 LOC782009 LOC526276 LOC616755 OR8G5 LOC781842 LOC100301297 LOC788544 LOC788554
LOC788620 LOC788590 LOC788607 LOC788573




Tabela 8. Vias de enriquecimento do software DAVID para as caracteristicas de qualidade de carne
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Categoria Termo contagem % Valor P FDR
GOTERM_MF_FAT olfactory receptor activity 23 0.81043 1.28E-05 0.01631
GOTERM_BP_FAT protein coupled receptor protein signaling pathway 29 1.021846 1.16E-04 0.17456
GOTERM_CC_FAT integral to membrane 50 1.761804 0.003457 4.08719
GOTERM_BP_FAT cell surface receptor linked signal transduction 29 1.021846 0.004038 5.93413
GOTERM_CC_FAT intrinsic to membrane 50 1.761804 0.007236 8.37784
KEGG_PATHWAY Olfactory transduction 14 0.493305 0.018563 17.2285
SP_PIR_KEYWORDS iron 8 0.26738 0.018308
GOTERM_MF_FAT G0:0005506~iron ion binding 9 0.300802 0.058569
GOTERM_MF_FAT G0:0005509~calcium ion binding 15 0.501337 0.092141
SP_PIR_KEYWORDS metal-binding 16 0.534759 0.70717
GOTERM_MF_FAT G0:0043169~cation binding 37 1.236631 0.921263
GOTERM_MF_FAT G0:0043167~ion binding 37 1.236631 0.931722
GOTERM_MF_FAT GO0:0046872~metal ion binding 36 1.203209 0.93481
GOTERM_MF_FAT G0:0046914~transition metal ion binding 19 0.635027 0.997286
SP_PIR_KEYWORDS disulfide bond 17 0.599013 0.006121
UP_SEQ_FEATURE disulfide bond 16 0.563777 0.014081

UP_SEQ FEATURE topological domain:Extracellular 11 0.387597 0.054718
SP_PIR_KEYWORDS glycoprotein 17 0.599013 0.06085

UP_SEQ FEATURE glycosylation site:N-linked (GIcNAc...) 16 0.563777 0.084629

UP_SEQ FEATURE topological domain:Cytoplasmic 13 0.458069 0.095388
SP_PIR_KEYWORDS signal 15 0.528541 0.104593
UP_SEQ_FEATURE signal peptide 15 0.528541 0.144123

UP_SEQ FEATURE transmembrane region 18 0.634249 0.164331
SP_PIR_KEYWORDS membrane 24 0.845666 0.255148
SP_PIR_KEYWORDS transmembrane 20 0.704722 0.303933
GOTERM_CC _FAT G0O:0005578~proteinaceous extracellular matrix 3 0.105708 0.589329
GOTERM_CC_FAT G0:0044421~extracellular region part 6 0.211416 0.59261
GOTERM_CC_FAT G0:0031012~extracellular matrix 3 0.105708 0.637627
GOTERM_CC FAT G0O:0005578~proteinaceous extracellular matrix 3 0.105708 0.589329
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Tabela 9. Descricdo das regibes em comum da sobreposi¢cdo entre Magalhdes et al., 2016 e o presente estudo para a caracteristica
marmoreio.

Crs Regiéo Gene

15227870-16148811 NCAM2, LOC100139499

1 DGKG, ETV5, TRA2B, IGF2BP2, SENP2, LOC100295203, TMEM41A, MAP3K13, EHHADH, LOC100140254, MAGEF1,
82754736-85151862 EPHB3, LOC524771, LOC616415, LOC530421, CHRD, THPO, CLCN2, MGC139309, EIF4Gl, PSMD2, ECE2,
CAMK2N2, ALG3, MIR1224, VWA5B2, ABCF3, AP2MQ, LOC532114, ABCCS

2193551-3155241 LOC100297110, LOC789213, LOC100300660

67831637-68592121 LYPD1, GPR39

2 53535295-54794901 LOC613677, ZEB2, GTDC1

41492630-42442434 LOC100138296

54032224-55218518 LOC785783, EVI5, GFI1, RPAP2, GLM, C3Horf146, BTBD8, LOC530756, EPX4, BRDT, TGFBR3
3

6410925-7038714 LOC790151, LOC100296032, NUF2, RGS5

05348592-96068730 LRRC4, SND1, MIR129-1, LEP, RBM28, LOC100335204, LOC537848, IMPDH1, HIG2, LOC540061, NYD-SP18, CALU,
OPN1SW, TRNAP-AGG, CCDC136, MIR2422, ATP6V1F, KCP

64514718-65585165 NPSR1, BMPER, MIR1914C

4 25066637-26437730 LOC100294909, LOC617841, SOSTDC1, MGC165762, ANKMY2, BZW2, TSPAN13, AGR2

38635777-40069042 LOC100335478, LOC517284, CACNA2D1

24562717-25259183 TMEM195, MEOX2, LOC100294868

5 57408490-59699120 LOC512953, SLC16A7, LOC100297784. LOC785078, LRIG3, LOC100140875

LOC786833, LOC786858, LOC786879, LOC511678, LOC526508, LOC512624, LOC787008, LOC787041, LOC787084,
ZNF317, LOC509267, LOC539237, LOC787178, LOC787196, LOC617738, LOC783471, LOC511642, LOC618690,
LOC781002, LOC615841, LOC514861, LOC787319, LOC530825, LOC509510, LOC787383, LOC787403, LOC787423,
LOC787445, LOC784013, LOC783968,

11756307-12501226

FSD1, CDC94, EBI3, ANKRD24, SIRT6, CREB3L3, MAP2K2, ZBTB7A, PIAS4, MIR1434, EEF2, DAPK3, MIR2456,
18399907-19447025 ITGB1BP3, ATCAY, MATK, RAX2, MRPL54, APBA3, TJP3, TBXA2R, HMG20B, MGC137027, FZR1, FZR1, DOHH,
7 NFIC, NCLN, GNA11, AES

F2RL3, LOC520505, NWD1, TMEM38A, MED26, CHERP, CALR3, EPS15L1, AP1M1, FAM32A, CIB3, RABSA, TPM4,
6441223-8172034 LOC509640, LOC509641, LOC787503, LOC504888, LOC787604, LOC787619, LOC787690, LOC787743, LOC787851,
LOC509410, LOC100295734, LOC100295770, LOC100299615, LOC512689, LOC788042, LOC617305, LOC788080

5800362-6843520  LOC100296331, OCEL1, USE1, MYO9B, HAUSS, CPAMDS, F2RL3, LOC520505, NWD1, TMEM38A, MGC128199

91552841-92563414 LOC100139380, LOC507513, ARRDC3
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742259-1335370 TRNAH-AUG, GFPT2, MAPK9, RASGEF1C, MIR340, RNF130

PGLYRP2, RASALS3, AKAPS8L, AKAP8, EPHXS3, ILVBL, CD97, DDX39, PKN1, DNAJB1, TECR, NDUFB7, LPHN1, ASF1B,
8751871-10583530 PRKACA, IL27RA, DCAF15, CC2D1A, LOC614692, MIR181D, MIR181C, LOC539805, LOC100335487, MIR23A,
MIR27A, MIR24-2, LOC614800, MRI1, CCDC130, CACNA1A

12055781-12968107 LOC100295380, LOC100139644

KIF13B, LOC100295263, HMBOX1, INTS9, EXTL3 , FZD3 , FBX016, ZNF395, PNOC, LOC782824, LOC100295020,
9601215-12893610 ELP3, LOC515679, SCARA5, PBK, ESCO2, CCDC25, SCARA3, LOC513469, CLU, TMEM215, NDUFB6, MIR2469,
TOPORS, DDX58, ACO1, LOC100295380, LOC100139644

61304626-62065384 IOON(é71§58500 MGC134066, LOC615254, DNAJB5, LOC100137826, VCP, FANCG, PNN, PIGO, STOML2, KIAA1539,

30638895-31589773 LOC100295223, GJAL, LOC100295149, LOC518886, LOC507211

16916512-17771650 HTR1B, TRNAA-UGC

15260879-15874796 MYO6, LOC100139877, IMPG1, LOC784235, LOC782026

LOC784940, LOC784974, LOC513582, LOC787306, LOC787290, LOC100140617, LOC787247, LOC100139257,
LOC787228, LOC787208, LOC787189, LOC523062, LOC787150, LOC100139489, LOC100140382, LOC781758,
LOC781713, LOC781677, LOC100300401, LOC616851, LOC100335950, LOC785793, LOC785723, LOC785683,
LOC785647, LOC785623, LOC504388, LOC785145, LOC515694, LOC785050

26760095-27407589

16873477-17759740 LOC530070, LOC781787, LOC100336359, LOC784708

93205044-94202912 LOC100295369

50124199-50918248 VPS24, KDM3A, REEP1, MRPL35, IMMT, PTCD3, POLR1A, LOC100296977, ST3GAL5

31112988-32255991 MTUS2, SLC46A3, POMP, FLT1, MIR2300A, MIR2300B, PAN3, PAN3, LOC790037, FLT3, PRHOXNB, CDX2, PDX1

6351-1280101 LOC100140262, LOC789865, DIAPH3

LOC100140952, SIRPB1, LOC788903, GINS1l, PCMTD2, RGS19, TCEA2, SOX18, PRPF6, DNAJC5, TPD52L2,
53932232-55296451 C13H200rf135, LOC511523, ZGPAT, ARFRP1, TNFRSF6B, RTEL1, STMN3, C13H200rf195, SRMS, PPDPF, EEF1A2,
COL20A1, ARFGAP3, YTHDF1, MIR124B, SLC17A9, C13H200RF11, DIDO1, OGFR

LOC506470, LOC788746, IDH3B, NOP56, TMC2, SNRPB, LOC100295172. TGMS, TGM3, LOC100295269, LOC615595,
53000433-53903677  gry35 | 0C785870, SIRPA, LOC519798

17087861-17758419 LOC100295372, LOC100295407, LOC100139328, LOC522769, LOC100295526, HAS2

LOC782386, LOC782439, LOC100140999, ZNF215, LOC513635, LOC504498, LOC617571, LOC617297, LOC783518,

45029771-45699893 LOC510100, LOC616273, MRPL17, LOC783920

CULS5, ACAT1, NPAT, ATM, LOC613764, LOC781807, LOC782967, KDELC2, EXPH5
16704475-17701534
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45029771-45699893

LOC782386, LOC782439, LOC100140999, ZNF215, LOC513635, LOC504498, LOC617571, LOC617297, LOC783518,
LOC510100, LOC616273, MRPL17 , LOC783920

2187378-3452647

LOC100140955, LOC100140270, PDGFD, DDI1

38666942-39683469

AGTRAP, LOC506110, MAD2L2, FBXO6, FBXO44, FBXO2, PTCHDZ2, UBIAD1, ANGPTL7, MTOR, EXOSC10, SRM,
MASP2, TARDBP, LOC100336317

16 4875954-6435518 LOC786421, LOC783947, LOC100336058, LOC781856, LOC786393, LOC100295278, LOC100295318
AGTRAP, LOC506110, MAD2L2, FBXO6, FBXO44, FBXO2, PTCHD2, UBIAD1, ANGPTL7, MTOR, EXOSC10, SRM,
38666942-39683469 ) A5p> TARDBP, LOC100336317
50443999-52220638 GLT1D1, LOC100140533, TRNAE-UUC, SLC15A4, LOC512602, LOC615486
8777753-9602795 TRNAC-GCA
MTMR3, HORMAD2, LIF, OSM, GATSL3, TBC1D10A, SF3Al, CCDC157, RNF215, SEC14L2, MTP18, SEC14L3,
17 72583703-73459411 SEC14L4, LOC619125, GAL3ST1, PES1, TCN2, SLC35E4, DUSP18, C17H50rf52, OSBP2, MORC2, SMTN, SELM,
INPP5JPLA2G3, RNF185
6532351-7548352 PET112L, LOC528939, LOC100336077, LOC530739, SH3D19, RPS3A, LOC100336104, LRBA
22639102-23588174 MDK, LOC100138672
LOC788871, ZNF208, LOC100336208, LOC100138191, LOC100140452, LOC100138887, LOC788405, ZNF679,
60319267-61973813 ZNF331, LOC504861, MGC139164, MIR292, LOC504704, LOC615600, LOC515600, MGC157082, LOC511982,
LOC617141, MGC138914, LOC510904, LOC514552, LOC525820, LOC618873, LOC618739, LOC518964, LOC789400,
18 LOC788745, SLC2A14, MYADM, PRKCG
PDCD2L, UBA2, LOC100297544, LOC100138304, LOC100298523, LOC100138048, LOC785756, ZNF181, ZNF599,
44576869-45562740 LOC789043, LOC789050, LOC519314, LOC100297240, GRAMD1A, SCN1B, HPN, FXYD3, LG4, FXYD1, FXYD7,
FXYD5, TMEM162, LSR, USF2, HAMP, MAG, CD22, FFAR3, LOC618169, FFAR2
20 46339973-47581612 LOC504862, LOC100140691, LOC521159
21 52718158-53903359 LOC785161, LOC785228
LOC100335765, LOC100295343, LOC784788, LOC100138850, LOC784751, LOC784714, LOC784683, LOC515520,
26 242079-1451194 LOC528560, LOC784465, LOC100137736, LOC784401, LOC100139953, UBE2D1, ALR2, LOC100335659, CISD1,
IPMK, LOC785329, LOC785441
CCDC109A, OIT3, PLA2G12B, LOC784165, P4HA1, NUDT13, ECD, FAM149B1, DNAJC9, MRPS16, TTC18, ANXA7,
08 28150634-29175408 ZMYND17, PPP3CB, LOC100336042, LOC100137950, MYOZ1, SEC24C, FUT11, CHCHD1, MGC159954, NDST2,

CAMK2G

1822073-3126559

LOC783687, GALNT2, LOC616498, DISC1
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Tabela 10. Descrigdo das regides em comum da sobreposicdo entre Magalhaes et al., 2016 e o presente estudo para a caracteristica

maciez.
Crs Regiéo Gene
15227870-16148811 NCAM2
1 DGKG, ETV5, TRA2B, IGF2BP2, SENP2, LOC100295203, TMEM41A, MAP3K13, EHHADH, LOC100140254,
82754736-85151862 MAGEF1, EPHB3, LOC524771, LOC616415, LOC530421, THPO, CLCN2, MGC139309, EIF4GI, PSMD2, ECE2,
CAMK2N2, ALG3, MIR1224, VWA5B2, ABCF3, AP2M1, LOC532114, ABCC5
2193551-3155241 LOC100297110, LOC789213, LOC100300660
) 67831637-68592121  LYPD1, GPR39
53535295-54794901  LOC613677, ZEB2, GTDC1
41492630-42442434  LOC100138296
3 54032224-55218518 LOC785783, EVI5, GFI1, RPAP2, GLMN, C3H1orf146, BTBDS8, LOC530756, EPHX4, BRDT, TGFBR3
6410925-7038714 LOC790151, LOC100296032, NUF2, RGS5
95348592-96068730  -RRC4, SND1, MIR129-1, LEP, RBM28, LOC100335204, LOC537848, IMPDH1, HIG2, LOC540061, NYD-SP18,
CALU, OPN1SW, TRNAP-AGG, CCDC136, MIR2422, ATP6V1F, KCP
64514718-65585165 NPSR1, BMPER, MIR1814C
4 25266637-26437730  LOC100294909, LOC617841, SOSTDC1, MGC165762, ANKMY2, BZW2, TSPAN13, AGR2
38635777-40069042  LOC100335478, LOC517284, CACNA2D1
24562717-25259183 TMEM195, MEOX2, LOC100294868
5 57408490-59699120  LOC512953, SLC16A7, LOC100297784, LOC785078, LRIG3, LOC100140875
LOC786833, LOC786858, LOC786879, LOC511678, LOC526508, LOC512624, LOC787008, LOC787041,
11756307-12501226  -OC787084, ZNF317, LOC509267, LOC539237, LOC787178, LOC787196, LOC617738, LOC783471, LOC511642,
LOC618690, LOC781002, LOC615841, LOC514861, LOC787319, LOC530825, LOC509510, LOC787383,
LOC787403, LOC787423, LOC787445, LOC784013, LOC783968
FSD1, CCDC94, EBI3, ANKRD24, SIRT6, CREB3L3, MAP2K2, ZBTB7A, PIAS4, MIR1434, EEF2, DAPKS,
18399907-19447025  MIR2456, ITGB1BP3, ATCAY, MATK, RAX2, MRPL54, APBA3, TJP3, TBXA2R, HMG20B, MGC137027, FZR1,
7 FZR1, DOHH, NFIC, NCLN, GNA11, AES

6441223-8172034

F2RL3, LOC520505, NWD1, TMEM38A, MED26, CHERP, CALRS3, EPS15L1, AP1M1, FAM32A, CIB3, RABSA,
TPM4, LOC509640, LOC509641, LOC787503, LOC504888, LOC787604, LOC787619, LOC787690, LOC787743,
LOC787851, LOC509410, LOC100295734, LOC100295770, LOC100299615, LOC512689, LOC788042,
LOC617305, LOC788080

5800362-6843520

LOC100296331, OCEL1, USE1, MYO9B, HAUS8, CPAMDS, F2RL3, LOC520505, NWD1, TMEM38A, MGC128199

91552841-92563414

LOC100139380, LOC507513, ARRDC3
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742259-1335370

TRNAH-AUG, GFPT2, MAPK9, RASGEF1C, MIR340, RNF130

8751871-10583530

PGLYRP2, RASAL3, AKAPS8L, AKAP8, EPHXS, ILVBL, CD97, DDX39, PKN1, DNAJB1, TECR, NDUFB7, LPHN1,
ASF1B, PRKACA, IL27RA, DCAF15, CC2D1A, LOC614692, MIR181D, MIR181C, LOC539805, LOC100335487,
MIR23A, MIR27A, MIR24-2, LOC614800, MRI1, CCDC130, CACNA1A

12055781-12968107

LOC100295380, LOC100139644

9601215-12893610

KIF13B, LOC100295263, HMBOX1, INTS9, EXTL3, FzZD3, FBXO16, ZNF395,
LOC100295020, ELP3, LOC515679, SCARAS, PBK, ESCO2, CCDC25, SCARA3, LOC513469, CLU, TMEM215,

PNOC, LOC782824,

8
NDUFB6, MIR2469, TOPORS, DDX58, ACO1, LOC100295380, LOC100139644
LOC785500, MGC134066, LOC615254, DNAJB5, LOC100137826, VCP, FANCG, PNN, PIGO, STOML2,
61304626-62065384 KIAA1539, UNC13B
30638895-31589773 LOC100295223, GJAL, LOC100295149, LOC518886, LOC507211
9 16916512-17771650 HTR1B, TRNAA-UGC
15260879-15874796 MYO6, LOC100139877, IMPG1, LOC784235, LOC782026
LOC784940, LOC784974, LOC513582, LOC787306, LOC787290, LOC100140617, LOC787247, LOC100139257,
10 26760095-27407589 LOC787228, LOC787208, LOC787189, LOC523062, LOC787150, LOC100139489, LOC100140382, LOC781758,
LOC781713, LOC781677, LOC100300401, LOC616851, LOC100335950, LOC785793, LOC785723, LOC785683,
LOC785647, LOC785623, LOC504388, LOC785145, LOC515694, LOC785050
16873477-17759740 LOC530070, LOC781787, LOC100336359, LOC784708
11 93205044-94202912 LOC100295369
50124199-50918248 VPS24, KDM3A, REEP1, MRPL35, IMMT, PTCD3, POLR1A, LOC100296977, ST3GALS
» 31112988-32255991 I\P/II;I);liJfZ SLC46A3, POMP, FLT1, MIR2300A, MIR2300B, PAN3, PAN3, LOC790037, FLT3, PRHOXNB, CDX2,
6351-1280101 LOC100140262, LOC789865, DIAPH3
LOC100140952, SIRPB1, LOC788903, GINS1, PCMTD2, RGS19, TCEA2, SOX18, PRPF6, DNAJC5, TPD52L2,
53932232-55296451  C13H200rf135, LOC511523, ZGPAT, ARFRP1, TNFRSF6B, RTEL1, TMN3, C13H200rf195, SRMS, PPDPF,
EEF1A2, COL20A1, ARFGAP3, YTHDF1, MIR124B, SLC17A9, C13H200RF11, DIDO1, OGFR
13 53000433-53903677 LOC506470, LOC788746, IDH3B, NOP56, TMC2, SNRPB, LOC100295172, TGM6, TGM3, LOC100295269,
LOC615595, STK35, LOC785870, SIRPA, LOC519798
12164914-12882915  xXXx
14 17087861-17758419 LOC100295372, LOC100295407, LOC100139328, LOC522769, LOC100295526, HAS2
45029771-45699893 LOC782386, LOC782439, LOC100140999, ZNF215, LOC513635, LOC504498, LOC617571, LOC617297,
LOC783518, LOC510100, LOC616273, MRPL17, LOC783920
15

16704475-17701534

CULS5, ACAT1, NPAT, ATM, LOC613764, LOC781807, LOC782967, KDELC2, EXPH5

45029771-45699893

LOC782386, LOC782439, LOC100140999, ZNF215, LOC513635, LOC504498, LOC617571, LOC617297,
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LOC783518, LOC510100, LOC616273, MRPL17, LOC783920

2187378-3452647

LOC100140955, LOC100140270, PDGFD, DDI1

38666942-39683469

AGTRAP, LOC506110, MAD2L2, FBXO6, FBXO44, FBXO2, PTCHD2, UBIAD1, ANGPTL7, MTOR, EXOSC10,
SRM, MASP2, TARDBP, LOC100336317

16 4875954-6435518 LOC786421, LOC783947, LOC100336058, LOC781856, LOC786393, LOC100295278, LOC100295318
AGTRAP, LOC506110, MAD2L2, FBXO6, FBX0O44, FBXO2, PTCHD2, UBIAD1, ANGPTL7, MTOR, EXOSCI10,
38666942-39683469 SRM, MASP2, TARDBP, LOC100336317
50443999-52220638 GLT1D1, LOC100140533, TRNAE-UUC, SLC15A4, LOC512602, LOC615486
8777753-9602795 TRNAC-GCA
MTMR3, HORMAD?2, LIF, OSM, GATSL3, TBC1D10A, SF3A1, CCDC157, RNF215, SEC14L2, MTP18, SEC14L3,
17 72583703-73459411  SEC14L4, LOC619125, GAL3ST1, PES1, TCN2, SLC35E4, DUSP18, C17H50rf52, OSBP2, MORC2, SMTN, SELM,
INPP5J, PLA2G3, RNF185
6532351-7548352 PET112L, LOC528939, LOC100336077, LOC530739, SH3D19, RPS3A, LOC100336104, LRBA
22639102-23588174 MDK, LOC100138672
LOC788871, ZNF208, LOC100336208, LOC100138191, LOC100140452, LOC100138887, LOC788405, ZNF679,
60319267-61973813 ZNF331, LOC504861, MGC139164, MIR292, LOC504704, LOC615600, LOC515600, MGC157082, LOC511982,
LOC617141, MGC138914, LOC510904, LOC514552, LOC525820, LOC618873, LOC618739, LOC518964,
18 LOC789400, LOC788745, SLC2A14, MYADM, PRKCG
PDCD2L, UBA2, LOC100297544, LOC100138304, LOC100298523, LOC100138048, LOC785756, ZNF181,
44576869-45562740  ZNF599, LOC789043, LOC789050, LOC519314, LOC100297240, GRAMD1A, SCN1B, HPN, FXYD3, LGl4, FXYD1,
FXYD7, FXYD5, TMEM162, LSR, USF2, HAMP, MAG, CD22, FFAR3, LOC618169, FFAR2
20 46339973-47581612 LOC504862, LOC100140691, LOC521159
21 52718158-53903359 LOC785161, LOC785228
LOC100335765, LOC100295343, LOC784788, LOC100138850, LOC784751, LOC784714, LOC784683,
26 242079-1451194 LOC515520, LOC528560, LOC784465, LOC100137736, LOC784401, LOC100139953, UBE2D1, ALRZ2,
LOC100335659, CISD1, IPMK, LOC785329, LOC785441
CCDCI109A, OIT3, PLA2G12B, LOC784165, P4HA1l, NUDT13, ECD, FAM149B1, DNAJC9, MRPS16, TTC18,
- 28150634-29175408  ANXA7, ZMYND17, PPP3CB, LOC100336042, LOC100137950, MYOZ1, SEC24C, FUT11, CHCHD1, MGC159954,

NDST2, CAMK2G

1822073-3126559

LOC783687, GALNT2, LOC616498, DISC1
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