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ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA E ANALISE FUNCIONAL COM

DADOS DE SEQUENCIAMENTO COMPLETO PARA HIPOPLASIA TESTICULAR

E CARACTERISTICAS DE CONFORMAGAO DE PERNAS E PES EM BOVINOS
DA RACA NELORE

RESUMO - A Hipoplasia Testicular (TH) e a Malformacado de Pernas e Pés (FLM)
estdo entre os principais problemas funcionais observados em gado de corte devido
a importancia da correlagdo da medidas testiculares com caracteristicas relacionadas
a fertilidade, bem como o bem-estar animal, desempenho e longevidade associados
a ma formacgéao das pernas e pés. Através de estudos de associagdo gendmica ampla
(GWAS) é possivel encontrar segmentos do genoma que expliquem uma parte
substancial da variagdo em doencgas ou caracteristicas de interesse econémico.
Quando realizados com dados de sequenciamento completo (WGS) espera-se
alcancar um refinamento na caracterizacao de variantes causais possibilitando uma
predicdo de valores gendmicos mais precisos. Os objetivos deste estudo foram: i)
Estimar parametros e tendéncias genéticas para TH e FLM na raga Nelore; ii)
investigar possiveis genes funcionais e vias metabdlicas associadas a TH e FLM; iii)
compreender a arquitetura genética destas caracteristicas. Foram utilizados os
fendtipos de 1.036.960 animais da raga Nelore e gendtipos imputados para HD
(~777.000 SNPs) e sequéncia tendo como referéncia 151 animais provenientes da
base de dados Alianca Nelore. A herdabilidade estimada para TH (0,16) e FLM (0,19)
na raga Nelore concorda com valores ja relatados na literatura e sugere uma redugéo
da incidéncia destas malformacdes por meio da selecdo. A tendéncia fenotipica
evidencia a importancia de se intensificar esta selegao, apesar do ganho genético
anual favoravel (TH = -0.12; FLM = -0.25) no periodo avaliado. Dados de HD e
sequencia passibilitaram a identificacdo de diferentes regides cromossdmicas
associadas principalmente a espermatogénese, sintese de esterdides, metabolismo
lipidico e esqueletogénese. Novos estudos podem vir a investigar o conjunto de
variantes genéticas significativas aqui relatadas, buscando melhorar as decisbes de
selecao e acasalamento para reduzir a incidéncia destas em bovinos da raga Nelore.

Palavras chave: acuracia de predicdo, Bos indicus, caracteristica funcional, genes

candidatos, tendéncia genética.



GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY AND FUNCTIONAL ANALYSIS WITH
WHOLE-GENOME SEQUENCING DATA FOR TESTICULAR HYPOPLASIA AND
FEET AND LEG MALFORMATION TRAITS IN NELORE CATTLE

ABSTRACT - Testicular Hypoplasia (TH) and Feet and Legs Malformation (FLM) are
important functional problems observed in beef cattle because of the correlated
testicular measurements with fertility-related traits, as well as welfare, performance
and longevity related to healthy feet and legs. Through Genomic-Wide Association
Studies (GWAS), it is possible to find genomic fragments that explain a significant
portion of variation in diseases or traits of economic interest. Improvements in the
characterization of causal variants are expected when we use Whole-Genome
sequencing (WGS) data to predict genomic values more accurately. The objectives of
this study were: i) to estimate the genetic parameters and trends of TH and FLM in the
Nellore cattle; ii) to investigate possible functional genes and pathways associated with
TH and FLM; iii) to understand the genetic architecture of these traits. We used
phenotypes of 1,036,960 Nellore animals and genotypes imputed for HD (~777,000
SNPs) and WGS using as reference 151 sequenced animals from the Alianca Nelore
database. Estimated heritability for TH (0.16) and FLM (0.19) in the Nellore breed was
consistent with values previously reported in the literature, suggesting a reduction in
the incidence of these malformations by selection. Phenotypic trend indicated the
importance of reinforcing this selection, despite a favorable annual genetic gain over
the study period (TH = -0.12; FLM = -0.25). Sequence and HD data allowed
identification of distinct chromosomal regions primarily associated with
spermatogenesis, synthesis of steroids, lipid metabolism, and skeletogenesis. New
research may examine the important genetic variants reported here with the aim of

improving selection and mating decisions to reduce their incidence in Nellore cattle.

Key words: Bos indicus, functional trait, candidate genes, genetic trend, prediction

accuracy.



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
1.1. Introdugao

De acordo com dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) o Brasil possuia o maior rebanho bovino do mundo em 2020 com 217 milhdes
de cabecas, representando 14,3% do rebanho mundial. Neste mesmo ano, o0 pais
também passou a ocupar o posto de maior exportador de carne bovina 14,4% do
mercado internacional, ou 2,2 milhdes de toneladas. Entretanto, o pais ocupa apenas
a terceira colocagédo em valor (US$ 7 bilhdes), sendo superado pela Australia (US$
8.5 bilhdes) e EUA (US$ 8.1 bilhdes) (Aragdo & Contini, 2021). Desta forma, o Brasil
ainda tem muito a explorar neste mercado em termos de valor. Isto sera possiel dando
um maior enfoque na qualidade da carne bovina produzida no pais.

Para melhorar a qualidade da carne bovina exportada, de modo a alcancar
mercados mais exigentes, o rebanho brasileiro precisa ser melhorado geneticamente.
Entretanto, o método de monta natural ainda é extensamente utilizado nos rebanhos
comerciais, e o0 pais ainda ndo consegue produzir touros geneticamente superiores
em numero suficiente para atender sua demanda de reposicdo anual. Na raca Nelore,
gue corresponde a 80% do rebanho nacional, mesmo que fossem utilizados todos os
machos a desmama dos programas de selecdo, com controle de genealogia e todos
os touros portadores de CEIP (Certificado Especial de Identificacdo e Producéo),
ainda haveria um déficit de cerca de 48% de touros para reposi¢ao (Rosa et al., 2021).

O CEIP permite que animais geneticamente superiores sejam certificados
como melhoradores (MAPA, 2006). O que € necessario para que animais nao
registrados possam ser inscritos como doadores de sémen e garantir beneficios
fiscais na comercializagdo. Touros com CEIP sdo fontes de receita e importantes
ferramentas para melhorar a eficiéncia de producéo dos rebanhos que os utilizam.
Entre 20% e 30% dos melhores animais de cada safra sdo candidatos a receber a
certificacdo, mas alguns acabam né&o recebendo devido a problemas morfolégicos
identificados na inspecédo final. Esse déficit de touros melhoradores no pais é
agravado pelas perdas devido a caracteristicas desclassificantes.

Dois dos principais problemas funcionais observados em gado de corte nos
programas CEIP sdo a hipoplasia testicular (Testicular Hypoplasia - TH) e a
malformacéo de pernas e pés (Feet and Legs Malformation - FLM). Os animais



acometidos geralmente sé@o descartados por contribuirem para a diminuicdo da
eficiéncia em sistemas de producao de carne pela sua incapacidade de desempenhar
satisfatoriamente fungdes produtivas e reprodutivas. Estudos recentes relacionados a
estes atributos morfolégicos/funcionais mencionam a ocorréncia de perdas
econdmicas consideraveis na raca Nelore (Neves et al., 2019; Vargas et al., 2017), e
indicam a possibilidade de melhorias por meio da selecao de reprodutores.

Os Estudos de Associacdo Gendmica Amplos (Genome-Wide Association
Study — GWAS) e as andlises funcionais podem ajudar a identificar quais genes chave
reguladores, ou subjacentes, e processos biolégicos estdo envolvidos com a
ocorréncia destas malformacdes contribuido para o processo de selecdo. Dados o
aumento consideravel do nimero de animais genotipados nas bases de dados da raca
Nelore a recente atualizacdo no mapa de referéncia genémica da espécie bovina, se
faz necesséario trazer novas consideracbes para 0 conhecimento destas
caracteristicas objetivando animais com um maior potencial genético produtivo e uma

menor incidéncia de problema funcionais.
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45. Conclusions

In summary, the risk of TH or FLM is driven by a large number of small-effect
variants, potentially implicating most of the regulatory variants that are active in tissues
relevant to these malformations. The observation that the heritability of these
disqualifying traits is widely distributed across the genome seems to contradict the
expectation that their causal variants are concentrated in specific biologically relevant
pathways and specific genes. SNPs significantly associated with Testicular Hypoplasia
and Feet and Legs Malformation are associated with QTL for reproductive traits, meat
and carcass and exterior conformation. The genes identified as potentially associated
are involved in reproductive aspects of bovines and short stature, respectively. Key
roles of biological pathways and processes related to spermatogenesis, macrophage-

mediated inflammation and control of tumor cell development were detected.
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