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RESUMO

No Brasil, os bovinos da raga Nelore e os anelorados representam mais de 80 % dos animais
que compdem o rebanho de corte nacional. Isso ocorre devido a caracteristicas desse grupo de
animais, como excelente adaptacdo ao ambiente tropical, resisténcia a endo e ectoparasitas e
eficiéncia na conversdo alimentar. Além disso, sua carne é caracterizada pelo baixo teor de
gordura intramuscular (marmoreio) ¢ uma distribuicdo homogénea da cobertura de gordura,
caracteristica valorizada no mercado. Porém, a ingestdo de altos teores de gordura ¢
prejudicial a saude humana. O excesso de colesterol, por exemplo, ¢ um fator associado a
doengas cardiovasculares e sindromes metabolicas. Assim, objetiva-se a identificagdo de
regioes de copy number variations (CNVRs) associadas ao teor de colesterol na carne bovina,
o0 que possibilitard uma sele¢do melhor e mais eficiente de animais que produzam carne com
melhores composigdes lipidicas. Para isso, biotecnologias desenvolvidas a partir do
sequenciamento do DNA, como os chips de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs)
foram usados para a identificagdo das CNVs e CNVRs. Os dados fenotipicos analisados
foram mensurados em 615 animais, sendo a genotipagem realizada em apenas 407 animais
pela plataforma Infinium com o ensaio Illumina Bovine beadchip HD® composto por 777.962
SNPs. A determinagdo dos gendtipos foi realizada pelo software GenomeStudio v2011.1.
Posteriormente, a identificacdo das CNVs foi efetuada por meio do programa PennCNV e a
associacao das CNVRs com o teor de colesterol ocorreu por regressao linear utilizando o
programa CNVRuler. Quatro CNVRs foram detectadas e associadas de maneira favoravel a
deposi¢ao de colesterol na carne de bovinos da raca Nelore, ou seja, promovendo redugdo
desse. Adicionalmente, foram identificados genes previamente descritos no genoma bovino
nessas regides CNV, cujo efeito esta associado ao metabolismo lipidico em humanos.

Palavras-chave: Composicao lipidica. Qualidade de carne. SNP chip. Variantes estruturais.
Variagdo genética.



ABSTRACT

In Brazil, Nellore breed animals and their crosses represent over 80 % of all the animals that
compose the beef herd. This is due to their excellent adaptation to tropical environment,
resistance to endo and ectoparasites and efficiency in food conversion. In addition, its meat is
characterized by low content of intramuscular fat (marbling) and they present a homogenous
distribution of fat covering the carcass, which are traits valued on beef market. However, the
ingestion of high levels of fat is harmful to human health. The excess of cholesterol, for
example, is a factor associated to cardiovascular diseases and metabolic syndromes. Thus, our
objective was the identification of copy number variation regions (CNVRs) associated with
the cholesterol content in beef, which can be helpful for a more efficient selection of animals
that produce meat with better lipid composition. For that, biotechnologies developed from the
DNA sequencing, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs) chips were used to
identify CNVs and CNVRs. The phenotypic data were measured in 615 animals, being the
samples genotyping performed in only 407 animals by Infinium platform with Illumina
Bovine beadchip HD® composed of 777,962 SNPs. The genotypes were defined by
GenomeStudio v2011.1. software. The CNVs identification was performed by the PennCNV
program and the association between CNVRs with cholesterol content was done by linear
regression using the CNVRuler program. Four CNVRs were detected with favorable
association with the cholesterol deposition in Nellore beef, that means, promoting a reduction
of it. In addition, genes previously described in the bovine genome were identified in these
CNV regions and they were associated with lipid metabolism in humans.

Keywords: Lipid composition. Meat quality. SNP chip. Structural variants. Genetic variation.
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1. INTRODUCAO

O estudo e o sequenciamento do genoma humano permitiram a descoberta de variantes
estruturais que modificam a expressdo dos genes. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(single nucleotide polimorphisms — SNPs) ainda s3o consideradas as principais altera¢cdes na
estrutura da sequéncia de DNA, responsdveis por variagdes no fenotipo dos individuos
(INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2005). Entretanto, ha alguns anos,
descobriram-se outras variantes estruturais, as copy number variations (CNVs). Acredita-se
que as CNVs possam influenciar a expressdo dos genes, estando também relacionadas a
variacdes fenotipicas (HASTINGS et al., 2009). Desse modo, aumentou o interesse no estudo
do genoma de animais de produgdo pela possibilidade da associagdo dessas variantes com a
expressao de caracteristicas produtivas.

Ainda ndo se tém muitas informagdes acerca da contribuicao efetiva de CNVs para o
desempenho de bovinos. Com isso, a identificacdo dessas possibilitard a compreensdao da
arquitetura genética das caracteristicas produtivas, permitindo a utilizagdo destas mutacdes
nos programas de melhoramento genético obtendo uma selecao mais eficiente de animais com
melhores desempenhos. Sendo assim, € crucial realizar estudos de associagdo gendmica ampla
para identificar essas variantes estruturais e suas influéncias sobre caracteristicas de producao
e de qualidade do produto final.

Nesse contexto, objetivou-se, com o presente trabalho, identificar CNVs e CNVRs

associadas ao teor de colesterol na carne de bovinos da raca Nelore.



2. REVISAO DE LITERATURA

As formas de variagdes genéticas mais frequentes no genoma sio os polimorfismos do
tipo SNP, os quais sdo resultado de processo natural ou induzido por agente externo, como
agentes quimicos ou radiacdo ionizante (BAE et al., 2010). Os SNPs s3o variagdes na
sequéncia de DNA que ocorrem quando somente um nucleotideo da sequéncia ¢ diferente de
um genoma de referéncia em pelo menos 1 % da populagdo (INTERNATIONAL HAPMAP
CONSORTIUM, 2005).

Acreditava-se que os SNPs fossem os principais responsaveis pela existéncia de
variagdo fenotipica, tendo sido objeto de diversos estudos (INTERNATIONAL HAPMAP
CONSORTIUM, 2005). Contudo, descobriu-se a existéncia de outra variante estrutural que
tem sido foco dos estudos para a compreensao do controle genético da expressdao das
caracteristicas: as CNVs (copy number variations, HASTINGS et al., 2009). Quando
comparadas aos SNPs, considera-se que as CNVs tém maior efeito na expressao dos genes,
além de apresentarem taxa de mutagdo mais elevada (ZHANG et al., 2014).

As CNVs (Figura 1) sdo alteragcdes que ocorrem em fragmentos de DNA, podendo
estas serem representadas por delecdo, insercdo, inversdo ou translocagdo de genes
(MCCARROLL et al., 2007). Pressupde-se que as CNVs possam influenciar a expressao dos
genes por estarem localizadas dentro ou proximo deles, podendo inclusive estar relacionadas a

variagdes fenotipicas entre os individuos (MCCARROLL et al., 2007).

Figura 1. Representagao dos tipos de CNVs.
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Fonte: http://readingroom.mindspec.org



Pouco se sabe sobre a extensdao da contribuicdo de CNVs para a variagdo genética em
bovinos. Entretanto, CNVs ja descritas em humanos, quando localizadas em regides
conservadas do genoma bovino, podem auxiliar nesses estudos (BICKHART et al., 2012). As
CNVs nos bovinos estdo distribuidos de forma aleatéria e a probabilidade de cada
cromossomo ser susceptivel e/ou apresentar regides que contém CNVs varia de 1,32 — 8,80 %
(FADISTA et al., 2010).

Com a disponibilidade de genomas de referéncia para bovinos (THE BOVINE
GENOME SEQUENCING AND ANALYSIS CONSORTIUM, 2009; ZIMIN et al. 2009),
novas possibilidades de pesquisa surgiram, entre elas o uso de ferramentas para detec¢ao de
SNPs que ajudam a identificar as CNVs; as quais podem ser utilizadas para acelerar o
melhoramento genético de caracteristicas complexas, com a possivel associacdo entre as
CNVs e a expressao dessas caracteristicas (VAN TASSELL et al., 2008; MATUKUMALLI
et al, 2009).

No Brasil, bovinos da raga Nelore representam quase a maioria dos animais que
compdem o rebanho de corte (IBGE, 2014). Estudos comparativos entre raca Nelore e ragas
taurinas, como Angus e Hereford, tém demonstrado que animais Nelore apresentam, em sua
maioria, menor numero de CNVs quando comparados aos taurinos (PORTO NETO et al.,
2011). Por outro lado, nota-se a presenca duplicada de genes relacionados a melhor adaptagao
a regides de clima quente, melhor resisténcia a patdgenos e a infestacdo de parasitas em
zebuinos (PORTO NETO et al., 2011), o que pode explicar a predominancia destes animais
no Brasil.

O mercado consumidor de carne bovina tem preferéncia por carne com pouca gordura
de cobertura, visto a tendéncia crescente de grande parte da sociedade a buscar alimentos mais
saudaveis, porém com gordura intramuscular, trazendo palatabilidade (PROENCA, 2010).
Nao obstante e, levando isto em consideragdo, a ingestdo controlada de colesterol, que ¢ uma
gordura, ¢ essencial para a saude, j4 que este nutriente atua em diversos processos como na
formac¢ao das membranas celulares, na sintese de hormonios sexuais, tais como a testosterona,
estrogénio e cortisol; na produgdo da bile, na formacdo da mielina, na metabolizacdo de
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), entre outras fungdes (PORTAL BRASIL, 2012). O
colesterol tem producdo enddgena, principalmente no figado, porém faz-se necesséaria sua
ingestdo exodgena, por meio dos alimentos, visto que a primeira ndo ¢ suficiente para a
realizagdo de todas suas fungdes (SCHIAVO; LUNARDELLI; OLIVEIRA, 2003).

E importante ressaltar que altos indices de colesterol sdo muito prejudiciais a satide. O

colesterol ¢ uma substancia gordurosa que necessita de transportadores (lipoproteinas) para
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sair da corrente sanguinea e atingir os tecidos periféricos (SILVA; COUTO, 2006). As
principais lipoproteinas sdo o HDL (High-Density Lipoprotein), LDL (Low-Density
Lipoprotein) ¢ VLDL (Very Low-Density Lipoprotein). Estas duas ultimas transportam
colesterol e triglicerideos do sangue para os tecidos. Ja a lipoproteina HDL retira colesterol
dos tecidos e devolve para o figado, onde é degradado e, posteriormente, excretado pelos
intestinos. Sendo assim, percebe-se que niveis aumentados de colesterol LDL sdo ruins para a
satde, assim como uma baixa concentracao de colesterol HDL (SCHIAVO; LUNARDELLI,
OLIVEIRA, 2003).

Além disso, o excesso de colesterol ¢ um fator associado a inumeras doengas, como
deposicdo de gordura na parede dos vasos sanguineos; doengas cardiovasculares e as
sindromes metabolicas. Quase metade dos brasileiros apresenta indices elevados de colesterol
(PORTAL BRASIL, 2012), esse fator, associado a grande incidéncia de outras doencas
também relacionadas a alimentacdo, faz com que a populacdo mude seus habitos alimentares,
e passe a adotar habitos diferenciados e mais saudaveis, visando o aumento da expectativa de
vida. Assim, com essa nova visdo do mercado consumidor, fatores como a presenca de
elevado teor de colesterol influenciam muito na escolha dos alimentos.

Rezende (2008) observou que existe variabilidade nos teores de lipidios e de colesterol
entre animais da mesma raga e sob mesmo regime alimentar, indicando portanto a existéncia
de efeito genético sobre essas caracteristicas e, assim a possibilidade de realizacdo de
melhoramento genético. Os programas de selecdo de bovinos de corte priorizaram por muitos
anos as caracteristicas de crescimento e reprodutivas, € nao deram muita énfase nas
caracteristicas de qualidade da carne devido principalmente ao custo e a dificuldade de
obtencao dos dados.

Espera-se que o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento gendmico e
de programas de andlises complementares proporcionem melhores abordagens para identificar
sistematicamente CNVs em todo o genoma (HOU et al., 2011). Também, espera-se que dessa
forma a relagdo entre essas variantes e as caracteristicas relativas a qualidade da carne em
bovinos possa ser de fato assegurada e, futuramente incorporada nos programas de
melhoramento genético, visando a obten¢do de um produto final mais saudavel.

O presente trabalho foi proposto com o objetivo de identificagdo das CNVs e a

associacdo das CNVRs com a deposi¢do de colesterol na carne de bovinos da raca Nelore.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Dados fenotipicos

Os dados fenotipicos analisados foram mensurados em 615 animais da ra¢a Nelore
pertencentes ao programa de melhoramento genético da Agro-Pecudria CFM Ltda., cuja
avaliagdo genética ¢ realizada pelo Grupo de Melhoramento Animal e Biotecnologia da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo
(GMAB/FZEA/USP), localizado no municipio de Pirassununga, SP.

Esses animais foram criados em sistema extensivo até aproximadamente 20 meses de
idade e, posteriormente, foram confinados por periodos de 90 a 150 dias, até atingirem
aproximadamente 550 kg de peso vivo e serem destinados ao abate em abatedouro comercial,
certificado para exportacdo para a Comunidade Comum Européia. Uma amostra do corte
comercial denominado contrafilé, que corresponde ao musculo Longissimus dorsi, foi retirada
de cada animal e identificada individualmente para a realizacdo das analises de teor de
colesterol. No momento do abate, foi avaliada a espessura de gordura subcutanea no corte
realizado na altura da 12* costela utilizando uma régua graduada em centimetros.

Os procedimentos para a extracdo do colesterol foram realizados no Laboratorio de
Bromatologia pertencente a FZEA/USP e a quantificacdo do teor de colesterol, por
espectrofotometria, foi realizada no Laboratorio de Morfofisiologia Molecular e
Desenvolvimento, pertencentes a FZEA/USP. A determinagdo do teor de colesterol nas
amostras de carne foi realizada de acordo com o método enzimatico descrito por Saldanha,
Mazalli e Bragagnolo (2004), o qual se baseia na degradagdo do colesterol pela enzima
colesterol-oxidase produzindo peroxido de hidrogénio, que por meio de reacdo secundaria
produz cor. A intensidade da cor produzida ¢ diretamente proporcional a quantidade de
colesterol contida na amostra.

A estatistica descritiva dos dados foi realizada por meio do procedimento PROC

MEANS do pacote estatistico SAS® (SAS, 2011).
3.2.  Estimagdo dos efeitos genéticos e ndo genéticos
As estimativas iniciais dos componentes de variancia requeridos pelo MTDFREML

(BOLDMAN et al., 1995) foram calculadas pelo procedimento PROC MIXED do pacote

estatistico SAS™ (SAS, 2011), considerando, no modelo de analise, os lotes de abate ¢ de
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andlise do teor de colesterol como efeitos fixos classificatorios e a espessura de gordura
subcutanea e a idade ao abate como efeitos fixos continuos, bem como o efeito aleatorio de
touro.

A estimacdo dos efeitos genéticos e ndo genéticos sobre o teor de colesterol foi
realizada pelo programa MTDFREML (BOLDMAN et al, 1995), sob modelo animal,
considerando os mesmos efeitos fixos descritos anteriormente e a matriz de parentesco
composta por 4.065 animais. O critério de convergéncia adotado para a conclusdo das analises
foi quando a varidncia do simplex atingiu 102, ap6s ter convergido a 10° ¢ 10 em rodadas
anteriores.

O fendtipo ajustado, calculado com base nas estimativas dos efeitos ndo genéticos
obtidas no MTDFREML, foi utilizado nas analises de associagdo com as CNVRs no
programa CNVRuler (KIM et al., 2012), o qual ndo aceita valores negativos, impossibilitando

a utilizacdo dos valores genéticos estimados como fendtipo para a realizagdao das analises.
3.3.  Extracdo de DNA e genotipagem
A extragdo do DNA genomico foi realizada a partir de amostras de carne utilizando o

kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) de acordo com o protocolo preconizado

pelo fabricante, disponivel em detalhes no enderego eletronico http://www.mn-net.com/. A

concentracdo (em ng/mL) e o grau de pureza (relagdo entre as densidades Oticas a 260 e
280nm) do DNA foram mensurados utilizando-se espectrofotometro (Nanodrop - Thermo
Fisher Scientifc, Waltham, Massachusetts, EUA).

Dentre os animais avaliados para o teor de colesterol, apenas 407 foram genotipados
pela plataforma Infinium com o ensaio Illumina Bovine beadchip HD® composto por 777.962
SNPs. Para tanto, seguiu-se o protocolo fornecido pelo fabricante e a determinagdo dos
gendtipos foi realizada pelo software GenomeStudio v2011.1, no qual ¢ gerado o arquivo

FinalReport (Figura 2) usado para a identificacdo das CNVs.


http://www.mn-net.com/
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Figura 2. Modelo do arquivo FinalReport gerado pelo software GenomeStudio.

GSCT Versiom  L.9.4

Processing Date 3/12/2014 1:51 M
Cantent BovineHD B.bpn
M 5NPs 962

Total SNPs 777962

T Sanples 407

Total Sawples 407

File 1 of 407

[Data]

GNP Name Sauple ID Allelel - Forward Allele? - Forward Allelel - Top  AlleleZ - Top  Allelel - AE Alleled - 3B Log R Ratio B Allele Freq GC Hcore
AR5-BFGL-BAC-10172 1858 G G G G B B -0.2340 0.9969 0.9374
ARS-BFGL-BAC-1020 1658 & G Y G Y B 0.0780 0.5145 0.9568
ARS-BFGL-BAC-10245 1gse [; 1 G B B -0.0816 0.9645 0,799
AR5-BFGL-BAC-10345 1658 & b Y i i i 0.0105 0.0000 0.9604
AR5-BFGL-BAC-10365 1858 G G L C B B 0.1585 0.9908 0.5296
AR5-BFGL-BAC-10591 1658 & I Y i Y i -0.3826 0.0000 0.8934
AR5-BFGL-BAC-10793 LT [ 4 G B B -0.3173 10000 10,9549
AR5-BFGL-BAC-10867 1858 G G L C Y S -0.3539 0.0172 0.9592
AR5-BFGL-BAC-10951 1gsa T T Y S Y i 0.8282 0.0000 0.5453
AR5-BFGL-BAC-10952 1658 & I Y i Y i -0.0343 0.0122 0.9274
AR5-BFGL-BAC-10960 LT G 1 G B B 0.0277 0.9816 0.9529
AR5-BFGL-BAC-10972 LT C 1 G B B 0.1225 0.9997 0.9195
AR5-BFGL-BAC-10975 1858 G G G G B B 0.,3007 0.9935 0.6055
AR5-BFGL-BAC-11000 1gsa T T Y i Y i -0.2630 0.0000 0.9575
AR5-BFGL-BAC-11003 1gse C [ 4 G B B 0.0058 0.9991 0.8177
AR3-BFGL-BAC-11007 184 T T: A A A A 0.2479 0.000Z 0.8796

As plataformas de genotipagem utilizam um padrdo de intensidade de sinal esperado
para cada posi¢do que ¢ dada pelo log R. Baseado nisso, primeiro ¢ feita a identificacdo do
gendtipo AA (2 vermelhos), AB (vermelho e verde) ou BB (2 verdes). Existe uma variagao
aceita na intensidade de cada posi¢ao, se a intensidade do sinal estd dentro desse limite, entdo
diz-se que houve call para o SNP. Caso a intensidade de sinal esteja fora do limite diz—se no
call para o SNP, portanto ndo ¢ possivel genotipar. Uma vez definido o gendtipo AA, AB ou
BB, utiliza-se o banco de dados da plataforma para identificar qual a base correspondente a

posicado (A, C, T ou G) e, por fim, determinar os genotipos (ex. CC, CT ou TT).

3.4. Identificacdo de CNVs e CNVRs (copy number variations regions)

A identificacdo das CN'Vs foi realizada por meio do programa PennCNV desenvolvido

por Wang et al. (2007), que ¢ uma ferramenta gratuita, disponivel para download no endereco

eletronico https://github.com/WGLab/PennCNV/releases e¢ que trabalha com dados de

intensidade de sinal dos ensaios Illumina e Affymetrix. O software utiliza as métricas Log R
Ratio (LRR) e a frequéncia do alelo B (BAF, do inglés, B allele frequency), provenientes do
processo de genotipagem (Figura 2). O LRR indica a intensidade de sinal total normalizada de
alelos e o BAF representa os desequilibrios alélicos, ou seja, a propor¢ao normalizada do
alelo B no genotipo (POPOVA et al., 2009).

Uma regido cromossomica normal tem trés possiveis grupamentos de genotipos BAF,
representados como AA, AB e BB, e com valores LRR centrados em torno de zero. O

aumento do nimero de copias para uma regido CNV pode ser detectado com base no aumento


https://github.com/WGLab/PennCNV/releases
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do nimero de picos na distribuicdo de BAF, bem como o aumento dos valores LRR. Assim,

para individuos que apresentam menos ou mais copias, o valor LRR ¢ esperado ser negativo e

positivo, respectivamente (WANG et al., 2007).

O processo de deteccdo de CNVs pelo programa PennCNV ¢ realizado em vérias

etapas, por meio de diferentes rotinas computacionais (scripts). Uma breve descricdo dos

scripts utilizados € apresentada a seguir:

split_illumina report: gera arquivo individual de intensidade de sinal com
informa¢des de LRR e BAF para cada animal;

compile pfb: gera arquivo pfb (do inglés, population frequency of allele B), que
contém nome do SNP, cromossomo, posi¢cdo e frequéncia populacional do alelo B,
que serao utilizados pelo programa detect cnv. A frequéncia do alelo B ¢ calculada
para cada SNP na populagdo e, depois, ¢ usada como referéncia da populagao
analisada para o controle de qualidade;

detect cnv: detecta as CNVs utilizando o HMM (do inglés, Hidden Markov Model)
para a solucao de modelos complexos por meio da abordagem probabilistica (EDDY,
2004). Quando se tem CN (copy number) = 2 indica normal/estado neutro (duas copias
do gene porque ¢ diploide); CN = 0 ou 1 indica delecdo e CN = 3 ou 4 indica 1 ou 2
duplicagdes, porém nao se sabe em qual cromossomo. Os cromossomos sexuais X ¢ Y
ndo foram considerados na andlise.

filter cnv: faz controle de qualidade das amostras a partir de critérios padrao (default),
sendo o argumento —qclrrsd (controle de qualidade do desvio padrao LRR) igual a 0,3,
o argumento —qcbafdrift (controle de qualidade da deriva de BAF) igual a 0,01 e o
arqumento —qcwf (controle de qualidade do fator de ondulagdo) igual a 0,05. O -
gclrrsd representa o limite maximo de desvio padrao LRR, o -qcbafdrift representa o
limite maximo de deriva de BAF e o -qcwf representa o limite de intervalo de fator de
ondulagao para inclusdo da amostra na analise. O fator de ondulagdo mede a flutuagao
da intensidade de sinal, que ¢ altamente correlacionada ao contetido de GC, nos
ensaios de deteccdo de SNPs prejudicando sua correta inferéncia (DISKIN et al.,
2008). O conteudo de GC representa a porcentagem de bases nitrogenadas guanina e
citosina em moléculas de DNA ou RNA. Sabe-se que regides com um baixo contetido
de GC correspondem aos picos da onda enquanto as regides com elevado teor de GC
correspondem as depressdes (MARIONI et al.,, 2007). Além dos critérios padrdo

utilizados, foram considerados para o controle de qualidade outros trés pardmetros: —
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numsnp 10, —.qcnumCNV 150 e —maxlength 5Mb. Em seguida, utilizou-se o pacote
estatistico R para checar as estatisticas utilizadas no controle de qualidade de acordo

com os parametros estimados nos dados (ANEXO I).

As CNVRs foram identificadas por meio do programa CNVRuler (KIM et al., 2012),
quando observado ao menos um par de base de sobreposicdo entre as CNVs. As CNVRs
foram classificadas com base nos eventos (ganho ou perda de cdpias) determinados pelo
PennCNV (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,, 2014), sendo que as CNVRs denominadas mistas,
representam as regides gendmicas em que ambos os eventos podem ocorrer (SILVA, 2016).
Simultaneamente, o CNVRuler realiza a associagdo das CNVRs com o teor de colesterol por
analise de regressdao linear, sendo consideradas como CNVRs apenas aquelas que
apresentaram frequéncia acima de 5 % na populacao, pois abaixo disso sdo tidas como raras
(WANG et al., 2015), podendo representar erros no processo de identificagao.

Por fim, as CNVRs com efeito significativo (p<0,15) no teor de colesterol foram

investigadas no Ensembl, disponivel no endereco eletronico

http://www.ensembl.org/index.html, para busca de genes ja descritos, utilizando como

referéncia o genoma bovino (Cow UMD 3.1).

3.5. Corregao para contetido de GC

A ondulacdo da intensidade de sinal causada pela presenca de GC e responsavel por
alterar o padrao de intensidade de sinal esperado para cada gendtipo (SNP) € mais comum de
acontecer em humanos, possivelmente pela localizagdo das probes escolhidas para a
genotipagem. Para efetuar a corre¢do para o conteido de GC, foi utilizado o conteudo de GC
do genoma de referéncia bovino (Cow UMD 3.1). Esse ajuste foi realizado na fase do
programa detect cnv do PennCNV e tem como principal objetivo reduzir o nimero de erros
de identificagdo de mutagdes devido ao efeito de ondulagdo. Os demais procedimentos e
controles para deteccdo de CNVs e CNVRs descritos anteriormente foram mantidos.

Embora, outros estudos ndo tenham identificado alta influéncia do ajuste para
conteido de GC em bovinos na detecgao de CNVs (comunicacao verbal CARMO e CHUD,
2017), no presente estudo, o ajuste foi realizado para avaliar seu impacto na identificacdo de

CNVRs associadas ao teor de colesterol.


http://www.ensembl.org/index.html
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As estatisticas descritivas para a caracteristica teor de colesterol na carne de machos

jovens inteiros da raga Nelore estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Estatisticas descritivas para quantidade de colesterol em 100 g de
contrafilé de bovinos da raca Nelore.
Caracteristica N MIN MAX MED DP CV (%)

COLESTEROL, mg/100g 615 28,76 83,95 56,42 8,26 14,65

N = numero de animais; MIN = valor minimo observado; MAX = valor maximo observado;
MED = média; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagéo.

De acordo com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (2011), a quantidade
de colesterol por 100 g de uma carne bovina contrafilé cru sem gordura de cobertura ¢ de 59
mg, o que indica que os dados estdo em conformidade com a literatura, ja que a média obtida
foi de 56 mg, com desvio padrao de 8 mg. Os valores de minimo e maximo apresentaram uma
variacdao consideravel ja que existem animais com 28 mg de colesterol, ao passo que outros
apresentam 84 mg em 100 g de contrafilé.

Em relacdo as estimativas dos componentes de varidncia e do coeficiente de
herdabilidade para o teor de colesterol, foram obtidos os seguintes resultados: varidncia
aditiva igual a 0,37 mg®/100 g’ varidncia residual igual a 36,89 mg®/100 g’ varidncia
fenotipica igual a 37,26 mg®/100 g” e coeficiente de herdabilidade igual a 0,01. A estimativa
do componente de variancia aditiva demonstra a existéncia de variabilidade genética aditiva, a
qual ¢ indicativa da possibilidade de selecdo para essa caracteristica. Entretanto, além do
coeficiente de herdabilidade estimado ser extremamente baixo, essa caracteristica € de
mensuracado tardia, cara e depende do abate do animal para ser avaliada, o que justifica o uso
da informagdo gendmica como ferramenta de otimizacao para sele¢do e melhora genética para
essa caracteristica, ao invés do melhoramento genético cldssico baseado exclusivamente no
fenotipo e na genealogia (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).

No processo de identificagdo de CNVs duas abordagens foram adotadas: sem e com o
ajuste para o conteido de GC. Na primeira, foram encontradas 29.338 potenciais CNVs
(sendo 9.233 CNVs tnicas), representando 7.647 dele¢des duplas, 11.393 delecdes de uma
copia, 10.230 duplicagdes de uma copia e 69 duplicacdes duplas, nas 407 amostras avaliadas
e, o numero de SNPs por CNV variou de 3 a 2.113 (Figura 3a). Ao ser realizado o controle

para conteudo de GC, 25.767 potenciais CNVs (sendo 7.053 CNVs tnicas), representando
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7.724 delegdes duplas, 8.007 delecdes de uma copia, 9.953 duplicagdes de uma copia e 83
duplicagdes duplas foram encontradas nas 407 amostras avaliadas e, o nimero de SNPs por

CNV variou de 3 a 751 (Figura 3b).

Figura 3. Frequéncia das CNVs identificadas por tipo
de alteracdo no DNA.

69 83
HDelecio dupla ®Delegio de uma copia = Duplicagiio de uma copia = Duplicagio dupla
Na Figura 4, estd representada a distribuigdo cromossomica de todas as CNVs
identificadas e, na Figura 5, tem-se a distribuicdo dos tamanhos dessas CNVs. As CNVs
identificadas nas abordagens sem e com ajuste para o conteudo de GC totalizaram

2.088.701.802 e 1.765.895.001 pares de bases (pb), representando 69,62 e 58,86 %,

respectivamente, do genoma bovino, que ¢ composto por aproximadamente 3 bilhdes de pb.

Figura 4. Distribui¢do cromossomica das CNVs detectadas nos dados de genotipagem
de SNP de alta densidade em bovinos da raca Nelore.
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho das CNVs detectadas nos dados de
genotipagem de SNP de alta densidade em bovinos da raga Nelore.

20000 - 18894
18000 -
% 16000 -

14000 -

3046 5706

1447
1334 590 s51 101 6

1-50Kb 50-100Kb  100-200Kb  200-400Kb  400-900Kb >900Kb
Tamanho das CNVs

B Sem_ajuste GC ® Com_ajuste GC

As distribuigdes cromossomica (Figura 3) e do tamanho (Figura 4) das CNVs
identificadas pelo processo de genotipagem com chip de SNP de alta densidade no presente
trabalho diferiram das descritas por Silva et al. (2016). Essas variacdes podem ser explicadas
pelas divergéncias nas populagdes analisadas. No referido estudo, os autores utilizaram para
genotipagem amostras de sémen comercialmente disponiveis, contrapondo ao atual que
avaliou animais pertencentes a uma populagao submetida a intenso programa de selegao.

Apo6s o controle de qualidade, restaram 8.214 CNVs (sendo 2.798 CNV tnicas) em
352 amostras e 7.903 CNVs (sendo 2.503 CNV ftnicas) em 375 amostras nas abordagens sem
e com ajuste para o conteudo de GC, respectivamente. Ao serem condensadas as CNVs que
apresentaram sobreposicao de pelo menos um par de bases, 58 ¢ 63 CNVRs, com tamanho
variando de 30,8 Kpb — 2,9 Mpb, foram identificadas, das quais 10 e 12 CNVRs foram
associadas a deposi¢do de colesterol (p<0,15) nas abordagens sem e com ajuste para conteudo
de GC, nessa ordem. As CNVRs identificadas representaram 0,80 e 0,86 % do genoma
bovino (23.717.936 ¢ 25.789.337 pb).

As CNVRs associadas ao teor de colesterol pelas duas abordagens consideradas (sem e

com ajuste para conteido de GC) estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. CNVRs associadas ao teor de colesterol na carne de bovinos Nelore, identificadas
sem e com ajuste para o contetido de GC no genoma bovino.

GC  Chr Inicio (pb) Fim (pb) Freq (%) p-valor Estimativa (EP) Tipo
1 105001726 105270633 10,51 0,13 -3,3144,27 Perda
11 5745177 5800039 12,50 0,01 5,26+3,94 Ganho
11 103939132 104185394 16,76 0,10 2,9343,51 Perda
13 12543348 12822615 15,91 0,01 -4,88+3,56 Ganho
Sem 13 71850682 71931812 11,65 0,08 3,61+4,08 Perda
14 74984 1410699 29,26 0,12 -2,3242,88 Ganho
18 49074618 49109287 11,08 0,004 6,1244,14 Perda
18 13388207 13445868 9,38 0,05 4,56+4,49 Ganho
19 1591038 1683625 14,49 0,03 -4,2543,71 Perda
19 51934105 52272577 12,50 0,11 3,26+3,97 Perda
1 105001726 105270633 11,65 0,12 -3,2144,03 Perda
4 113657341 114075519 25,87 0,06 2,77+£2,87 Ganho
7 42945525 43353211 22,40 0,11 2,44+3,02 Perda
10 40734273 40794738 8,53 0,01 -5,9+4,47 Perda
11 5745177 5800039 14,93 0,03 3,8543,51 Ganho
Com 13 12543348 12822615 15,20 0,01 -4,63+3,48 Ganho
13 71850682 71931812 9,33 0,08 3,8444,32 Perda
14 74984 1410699 37,33 0,06 -2,46+2,59 Ganho
15 43737 508576 14,67 0,05 3,6143,54 Ganho
18 13350936 13455012 12,00 0,03 4,22+3,86 Ganho
18 57047421 57194210 9,07 0,04 4,61+4,36 Ganho
19 1591038 1691733 15,47 0,09 -3,01+3,47 Perda

Chr: cromossomo bovino; pb: pares de bases; Freq: frequéncia das CNVRs; EP: erro-padrio da média.

Analisando a Tabela 2, nota-se que seis CNVRs, localizadas nos cromossomos 1, 11,

13, 14 e 19, foram identificadas associadas ao teor de colesterol, independente do ajuste para

o conteudo de GC. Sendo que, quatro delas, representadas pelas CNVRs presentes nos

cromossomos 1, 13 (12543348-12822615 pb), 14 ¢ 19 (1591038-1691733 pb) apresentaram

estimativas favoraveis, ou seja, promovem reducdo na deposi¢do de colesterol na carne de

bovinos da raga Nelore.

A investiga¢do das regides CNV significativas, em ambas abordagens, permitiu a

detec¢do de genes previamente descritos no genoma bovino, os quais estdo apresentados na

Tabela 3.



Tabela 3. Associagdo de CNVRs com genes previamente descritos.

20

Gene Chr/Nome Inicio (pb) Fim (pb) Gene Tipo
ENSBTAG00000047958  (GJ059509.1 3535 6470 DPP7  codifica proteina
ENSBTAG00000020495  GJ058424.1 10382 37633 SH3YL1 codifica proteina
ENSBTAG00000003540 GJ058437.1 1 37340 codifica proteina
ENSBTAG00000035144  GJ060118.1 1942 8662 codifica proteina
ENSBTAG00000038537 20 13234 15549 codifica proteina
ENSBTAG00000038364 20 56836 57927 codifica proteina
ENSBTAG00000000617 20 67609 68945 codifica proteina
ENSBTAG00000045490 20 107180 108069 pseudogene
ENSBTAG00000047333 20 132123 133868 codifica proteina
ENSBTAG00000011895 20 182976 204785 PANK3 codifica proteina

Os trés genes identificados tiveram seu efeito associado ao metabolismo lipidico em

estudos prévios com humanos. O gene DPP7, segundo Cohen et al. (1999), esta envolvido

com o transporte de lipidios por meio da atividade de um transportador transmembrana, o

gene SH3YL1 modula uma ligagdo entre componentes dos lipidios (HASEGAWA et al.,

2011) e o gene PANK3 parece participar de vias metabodlicas lipidicas (WILFRED et al.,

2007). Nesse sentido, estudos complementares deverdo ser desenvolvidos para a melhor

compreensao da funcao desses genes na regulagdo do colesterol na carne de bovinos da raga

Nelore.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho, CNVs foram identificadas e CNVRs foram associadas ao teor de
colesterol na carne de bovinos da raca Nelore. Quatro CNVRs, presentes nos cromossomos 1
(105001726-105270633), 13 (12543348-12822615 pb), 14 (74984-1410699) ¢ 19 (1591038-
1691733 pb), parecem reduzir a deposicdo do colesterol. Nas regides CNVs foram
identificados genes (DPP7, SH3YL1 e PANK3) previamente descritos no genoma bovino que

estdo relacionados ao metabolismo lipidico em humanos.
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ANEXO 1

O argumento -numsnp representa o numero minimo de SNPs presentes nas CNVs por
amostra; tendo sido removidas as CNVs com menos de 10 SNPs por amostra com o objetivo
de reduzir as taxas falso negativas obtidas de CNVs muito pequenas

(http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/). O argumento —qcnumcnv (controle de

qualidade para o nimero de CNVs) foi programado para ‘qcnumcnv 150°. Assim, qualquer
amostra com mais de 150 CNVs seria uma amostra de baixa qualidade e portanto eliminada
da analise com o objetivo de ndo inflar o comprimento da CNVR devido a concatenagdo de

CNVs falso positivas detectadas (http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/misc/faq/),

porém a distribuicdo observada no histograma gerado pelo software R foi considerada para

decidir acerca de um bom limite a ser utilizado (Grafico 1).

Grafico 1. Histograma NumCNV
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Dessa forma, considerando que valores acima do limite superior (-Q3+1,5df) devem
ser removidos, por se tratar de outliers, pelo boxplot deveriam ser eliminadas as amostras com
mais de 108 CNVs, pois seriam consideradas amostras de baixa qualidade, portanto, seriam
descartadas 75 amostras. Entretanto, optou-se por usar o valor de referéncia de 150 CNVs por
amostra como limite maximo, porque assim seriam eliminadas menos amostras (53 amostras).

Como ultimo parametro considerou-se o tamanho 5Mb como tamanho méaximo para
ser considerado como CNV. As CNVs com mais de SMb de comprimento foram excluidas,
pois a confianga para inferéncia de CNVs a partir de matrizes de SNPs muito grandes ¢ menor

para comprimentos acima de SMb (comunicagdo verbal com LIU, 2017); ndo foi estabelecido


http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/
http://penncnv.openbioinformatics.org/en/latest/misc/faq/
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um tamanho minimo para inclusdo de CNVs porque acredita-se que quando ¢ utilizado o
programa CNVRuler uma CNV pequena pode fazer parte de uma CNVR (comunicagio
verbal com CHUD, 2017). O tamanho maximo obtido foi 7,5 Mpb e a variacdo de tamanho
foide 1 Kpb até 7,5 Mpb.

No momento de utilizagdo do programa filter cnv, apds estabelecidos os critérios
padrdo (default) e os critérios adicionais, 359 amostras das 407 originais passaram no controle
de qualidade, ou seja, 48 amostras foram removidas por nao atenderem aos critérios adotados
pelo programa. Com base nas estimativas calculadas, utilizou-se o pacote estatistico R no qual
foram gerados, além do histograma com o NumCNYV, também um histograma com a média de
LRR (Grafico 2), um grafico de dispersdo com a média de LRR por amostra (Grafico 3) e um
grafico de dispersdao com WF por amostra (Grafico 4) para melhor compreensdo dos dados.

Os graficos estdo representados a seguir:

Grafico 2. Histograma da média de LRR
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Esse grafico mostra a frequéncia da média do log de R calculada por amostra,
portanto, espera-se grande frequéncia do neutro (mais amostras com média igual a zero),
indicando a existéncia de duas copias do SNP, o que ¢ esperado em um organismo dipléide
(2n).

CNV representa delecao (perda) ou adigdo (ganho) de SNP em determinada posicao.
O maximo de inser¢des depende da capacidade de detec¢do do programa, no caso, o
PennCNV consegue detectar até 4 copias. Contudo, ndo ¢ capaz de individualizar o sinal para
dizer se ocorreu duplicagdo em ambos os cromossomos (AA AA) ou se em um deles existe

triplicata e no outro uma copia (AAA A).
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Grafico 3. Média de LRR por amostra
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Quando a média de LRR esta acima de zero significa que a amostra tem mais ganhos
que perdas (média LRR alta), ja quando a média de LRR est4 abaixo de zero a amostra tem

mais perdas que ganhos (média LRR baixa).

Grafico 4. WF por amostra
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WEF igual a zero ¢ indicativo que ndo teve efeito do fator de onda. O grafico mostra
que nenhuma amostra obteve WF = 0, o que significa que o fator de ondulagdo teve efeito
para todas as amostras. Quanto mais proximo de zero a amostra estiver, menor ¢ o efeito do

fator de onda, quanto mais distante maior o efeito, portanto, mais o ajuste sera importante.



