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RESUMO

O Brasil € um dos principais produtores e exportadores de carne bovina, com
rebanhos compostos predominantemente por animais zebuinos da raga Nelore (Bos
indicus) e seus cruzamentos. Nesse cenario, a gendmica pode contribuir na
identificacdo de potenciais biomarcadores de caracteristicas de interesse
agropecuario. Em estudos prévios, COL1A1, CTGF, CYP2B6, EGR1 e PRUNE2
foram genes diferencialmente expressos (GDEs) entre grupos de animais
contrastantes para o fendtipo consumo alimentar residual em tecido hepatico. O
objetivo deste trabalho foi selecionar polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
que potencialmente afetam regides reguladoras nos genes citados e associa-los a
diferentes medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar (EA). Para isso, utilizando
gendtipos imputados de 398 novilhos Nelore, foram selecionados SNPs em uma
janela compreendendo desde 2 Kb upstream ao sitio de inicio da transcrigao até o
final da 3’ UTR descrita dos GDEs. Na anotacao funcional, realizada com o software
VEP, foram desconsideradas variantes em regides intrénicas, sinbnimas e as que
nao sao possiveis reguladoras de splicing. Para os SNPs selecionados, foi analisado
o desequilibrio de ligagao pelos softwares PLINK e Haploview, e foi feita a predi¢ao
in silico de sitios de ligagdo de fatores de transcricao (SLFTs) e de microRNAs
(miRNAs) utilizando os softwares LASAGNA e RNAhybrid, respectivamente. Um
modelo de regressdo linear foi aplicado para associar os SNPs as medidas
fenotipicas de EA, e os SNPs significativos foram comparados a regides de
quantitative trait loci (QTLs) de fendtipos de interesse pecuario provenientes de
trabalhos na mesma populagcao experimental e do Cattle QTL database. Apos
anotagao funcional, foram selecionados dois SNPs na regido upstream do gene
CTGF,; trés referentes ao COL1A71, um em regidao de splicing e dois upstream ao
gene; 15 para o gene CYP2B6, dentre esses, uma variante missense, quatro em &'
UTR e trés em 3' UTR, upstream e downstream; cinco para o gene EGR1, um
desses na regido 3' UTR e quatro na regidao upstream; e 33 SNPs referentes ao
gene PRUNE2, trés em regido upstream e seis em downstream, e 24 variantes
missenses. Dentre esses, os SNPs relativos aos cinco GDEs possuem potencial em
influenciar em SLFTs e também foram integrados a regides de QTLs para diferentes
fendtipos bovinos. SNPs dos genes CYP2B6 e EGR1 apresentaram potencial em

influenciar na ligacdo de diversos miRNAs bovinos. Por fim, dois SNPs localizados



no gene CTGF foram associados com a medida fenotipica eficiéncia alimentar bruta,
um SNP do gene COL1A1 apresentou associagao com as medidas ganho de peso
diario e conversdo alimentar, e 19 SNPs no PRUNEZ2 foram associados com
consumo alimentar residual. Os SNPs identificados contribuiram para aumentar o
conhecimento sobre a possivel influéncia de regides regulatérias de genes

envolvidos com caracteristicas fenotipicas de EA.

Palavras-chave: Bos indicus. SNP. Expressdo génica. Fator de transcricao.
MicroRNA. Fendtipo.



ABSTRACT

Brazil is one of the main beef producers and exporters, with herds predominantly
composed of Nellore Zebu animals (Bos indicus). In this scenario, genomics can
contribute to the identification of potential biomarkers of agricultural interest features.
In previous studies, COL1A1, CTGF, CYP2B6, EGR1 and PRUNE2 were
differentially expressed genes (DEGs) between groups of animals contrasting for the
residual feed intake phenotype in liver tissue. The objective of this work was to select
single nucleotide polymorphisms (SNPs) that potentially affect regulatory regions in
the genes mentioned and associate them with different phenotypic measures of feed
efficiency (FE). For this, using imputed genotypes of 398 Nellore steers, SNPs were
selected in a window from 2 Kb upstream to the transcription start site to the end of
the 3' UTR reduced of the DEGs. In the functional annotation, performed with the
VEP software, variants in intronic regions, synonyms and those that are not possible
regulatory splicing were not considered. For the selected SNPs, the linkage
disequilibrium was analyzed by PLINK and Haploview software, and the in silico
prediction of transcription factor binding sites (TFBSs) and microRNAs (miRNAs)
binding sites was made using the LASAGNA and RNAhybrid software, respectively.
A linear regression model was applied to associate SNPs with the phenotypic
measures of FE, and significant SNPs were compared to regions of quantitative trait
loci (QTLs) of phenotypes of livestock interest from studies in the same experimental
population and from the Cattle QTL database. After functional annotation, two SNPs
were selected in the upstream region of the CTGF gene; three referring to COL1A1,
one in a splicing region and two in the upstream; 15 for the CYP2B6 gene, among
them, one missense variant, four in 5 'UTR and three in 3' UTR, upstream and
downstream; five for the EGR1 gene, one of these in the 3’ UTR region and four in
the upstream region; and 33 SNPs referring to the PRUNEZ2 gene, three in the
upstream region and six in the downstream region, and 24 missense variants.
Among these, the SNPs for the five DEGs have the potential to influence TFBSs and
have also been integrated into QTL regions of bovine phenotypes. SNPs of the
CYP2B6 and EGR1 genes have the potential to influence the binding of several
bovine miRNAs. Finally, two SNPs located in the CTGF gene were associated with
the phenotypic measure of gross feed efficiency, one SNP in the COL71A1 gene was

associated with the measures of average daily gain and feed conversion, and 19



SNPs in the PRUNEZ2 were associated with residual feed intake, respectively. The
SNPs identified increase the knowledge about the possible role regulation of genes

involved with phenotypic features of FE.

Keywords: Bos indicus. SNP. Gene expression. Transcription factor. MicroRNA.

Phenotype.
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1. Introdugao

O Brasil € o segundo maior produtor e o maior exportador mundial de carne
bovina (USDA, 2018), com um rebanho de aproximadamente 215 milhdes de
cabecgas, compostos predominantemente por animais zebuinos da raca Nelore (Bos
indicus) e seus cruzamentos (BATISTA et al., 2020; ABIEC, 2020; ACNB, 2020). A
bovinocultura de corte brasileira conquistou destaque no cenario nacional e
internacional (BATISTA et al., 2020), e ao longo de 2020 representou uma
participacéo de 26,6% no PIB do agronegdcio brasileiro.

Porém, devido a expansao de areas de pastagens sobre as regides de
vegetacdo nativa e a alta emissdo de gases de efeito estufa (SEEG, 2019; BATISTA
et al., 2020), avangos tecnolégicos sao necessarios para minimizar os impactos
ambientais negativos associados a atividade pecuaria. A selecado gendmica € uma
das tecnologias capazes de melhorar o potencial genético dos animais para redugao
desses impactos. Da mesma forma, estudos relacionando polimorfismos funcionais
(SNPs, do inglés single nucleotide polymorphism) de genes candidatos a respectiva
expressao génica e a fendtipos de interesse, como a eficiéncia alimentar (EA) (CHO
et al., 2008; CECCHINATO et al., 2014; ABO-ISMAIL et al., 2013; KARISA et al.,
2013) podem fornecer informagdes importantes sobre a modulagéo dos fendtipos.

A EA é uma das principais caracteristicas fenotipicas a ser considerada em
programas de melhoramento animal, pois pode aumentar o potencial genético dos
animais visando um menor consumo de alimento para manter os melhores niveis
possiveis de producdo. Animais com boas avaliagdes de EA aumentam a
rentabilidade do produtor, gerando economia com os custos da alimentagdo dos
animais, os quais representam um dos maiores custos no sistema de producgao
(MOORE et al.,, 2009; LOPES et al., 2011). Além disso, o melhoramento da EA
contribui para a redugdo do impacto ambiental causado pela pecuaria de trés
formas: por meio da resposta correlacionada na diminui¢do da emissao de metano e
de dioxido de carbono (NKRUMAH et al., 2006; VELAZCO et al., 2016), pela
reducdo na producao de esterco (OKINE et al., 2003) e da ndao necessidade de
novas areas pastoris (BASARAB et al., 2003; MOORE et al., 2009).

Dentre as diferentes medidas de EA, temos a conversdo alimentar (CA),
calculada pela razdo entre o consumo diario de matéria seca (CMS, kg/dia) e o

ganho médio diario (GMD, kg/dia), a eficiéncia alimentar bruta (EAB), e o consumo
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alimentar residual (CAR), a medida mais estudada em bovinos de corte, pois
apresenta de moderada a alta herdabilidade (KOCH et al.,1963; ARTHUR et al.,
2001; CREWS, 2005), mas que é limitada pelo custo elevado de sua mensuracao
(FERREIRA et al., 2015).

Apesar do grande interesse econ6mico e ambiental em melhorar a EA, a
selecdo de biomarcadores para esse fendtipo néo é realizada com frequéncia, pois
tal caracteristica € complexa, ou seja, é influenciada por uma combinagao de fatores
ambientais e mutagbes em multiplos genes.

Desse modo, a proposta do presente projeto € detectar SNPs funcionais com
potencial de influenciar genes envolvidos com o fenétipo de EA, com o intuito de
contribuir para a compreensao de processos bioldgicos relacionados a esse fendtipo

e para a identificacdo de alvos para a modulagao da sua expressao.

2. Revisao de Literatura

21 A Racga Nelore

A raca Zebuina Nelore (Bos indicus) é descendente do rebanho indiano
Ongole, comum na antiga Provincia de Madras, atual estado de Andhra Pradesh,
localizada na costa oriental da india. Na india, devido a questdes religiosas e
culturais, os bovinos sao utilizados exclusivamente para transporte de carga e
producao de leite (ACNB, 2020; SANTOS, 2017).

Os primeiros animais da raca Nelore chegaram ao Brasil no ano de 1868 em
Salvador-BA. A partir de entdo, a expansao dos rebanhos da raca Nelore foi
ocorrendo pelo Brasil, de modo que os animais importados da india entre 1920 e
1963 constituem a base do germoplasma brasileiro da raca Nelore (VOZZI et al.,
2006). No Brasil, a raga foi alvo de um intenso melhoramento genético, direcionado
quase exclusivamente a produgao de carne e teve excelente adaptacédo ao sistema
de producao local, de forma que as estimativas indicam que cerca de 80% do
rebanho nacional de gado de corte € Nelore ou anelorado (FREITAS, 2013). A
promissora criacdo de animais Nelore no Brasil se deve a boa adaptabilidade ao
clima tropical, alta resisténcia ao calor, capacidade de aproveitamento de alimentos

grosseiros e longevidade reprodutiva (FREITAS, 2013). Além disso, a raga Nelore
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apresenta resisténcia natural a parasitas e a insolagao, devido ao tipo de pelagem, a
pele escura, fina e resistente (ACNB, 2020).

Sendo assim, o gado Nelore possui papel fundamental para a pecuaria
nacional, devido ao seu patriménio genético para a bovinocultura de corte brasileira

e pelos indices de desempenho econémicos notaveis (COSTA et al., 2007).

2.2 Bovinocultura no Brasil

Devido a importantes transformacdes que ocorreram nas ultimas décadas no
ambito da bovinocultura de corte brasileira, o pais conquistou destaque no cenario
nacional e internacional da carne bovina (BATISTA et al., 2020). Atualmente o
rebanho brasileiro possui aproximadamente 215 milhdes de cabecas, sendo o maior
rebanho bovino comercial do mundo, composto predominantemente por animais
zebuinos da raga Nelore (Bos indicus) (BATISTA et al., 2020; ABIEC, 2020; ACNB,
2020). Nas ultimas décadas, houve um aumento expressivo na taxa de producao de
carne (IBGE, 2019). De modo que, segundo os calculos do Cepea (Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada), o produto interno bruto (PIB) do
agronegocio brasileiro aumentou consideravelmente ao longo de 2020, alcangando
participacéo recorde de 26,6% no PIB brasileiro, comparado a 20,5% em 2019, ou
seja, o pais totalizou R$ 7,45 trilhdes em 2020, ao qual R$ 2 trilhdes correspondem
a atividade do agronegocio. Assim, o Brasil € conhecido como um dos maiores
produtores e exportadores de carne bovina do mundo (USDA, 2019; BATISTA et al.,
2020).

Em contrapartida, a bovinocultura de corte brasileira tem muito a melhorar,
principalmente em relagdo a intensa expansdo de areas de pastagens sobre as
regides de vegetacdo nativa, e nos impactos ambientais negativos associados a
esse tipo de atividade, como o aumento da emissao de gases causadores do efeito
estufa (SEEG, 2019; BATISTA et al., 2020). Tal cenario resulta em grande
preocupacgao, mas por outra perspectiva, revela o grande potencial que a pecuaria
bovina de corte brasileira possui para manter sua eficiéncia produtiva e reduzir os
impactos negativos, por meio da adogao de ferramentas genémicas (BATISTA et al.,
2020), que podem contribuir na identificacdo de potenciais biomarcadores para
auxiliar os programas de melhoramento genético animal para as caracteristica de

producao e EA.
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2.3 Eficiéncia Alimentar

A EA em bovinos de corte € uma caracteristica que visa mensurar a produgao
de carne ou de carcaca em fungcdo do consumo alimentar do animal, levando em
consideragdo as exigéncias de mantenga para preservar oS mesmos niveis de
producdo (MOORE et al., 2009; GOMES, 2015). Tal caracteristica € de grande
importancia, pois causa o aumento do potencial genético que resulta em animais
com um menor consumo alimentar mantendo os mesmos niveis de produgao.

Desse modo, o melhoramento da EA propicia o aumento da rentabilidade
para o produtor, devido a diminuicdo dos custos de producado, visto que a
alimentacgao representa um dos maiores custos no sistema de produ¢cdo (MOORE et
al., 2009; LOPES et al., 2011). Além de contribuir com a redugao de custos, animais
mais eficientes emitem cerca de 28% menos metano na atmosfera comparando-se a
animais menos eficientes (NKRUMAH et al., 2006; VELAZCO et al, 2016),
produzem menos esterco (OKINE et al., 2003), e diminuem a necessidade da
adocdo de novas areas pastoris, o que contribui com a competicdo por areas
produtivas (BASARAB et al., 2003; MOORE et al., 2009).

O modo de avaliar a EA de bovinos de corte consiste em medir o quanto o
animal ingere, e simultaneamente, o quanto ele produz em relagcdo a carne ou
carcaca (GOMES, 2015). Diversas medidas sao utilizadas para avaliar a EA, como:
CA, EAB, e CAR. A Tabela 1 mostra como essas medidas fenotipicas sao

calculadas.

Tabela 1. Modo de Calcular as Medidas Fenotipicas de Eficiéncia Alimentar.

Medida Fenotipica Calculo*’

Conversao Alimentar CMS (kg/dia) / GMD (kg/dia)
(CA, kg MS / kg ganho)

Eficiéncia Alimentar Bruta GMD (kg/dia) /| CMS (kg/dia)
(EAB, kg ganho / kg MS)

Consumo Alimentar Residual CMS observado — CMS estimado
(CAR, kg MS / dia)

Fonte: Prépria (2021).
1T KOCH et al., 1963; FERNANDES et al., 2014.
CMS: Consumo de Matéria Seca; GMD: Ganho Médio Diario.

As medidas fenotipicas CA, EAB e CAR s&o correlacionadas com o fenaétipo

EA, além disso, as medidas CA e EAB também sdo correlacionadas com
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caracteristicas de crescimento e padrées de maturidade, como ganho de peso e
peso a idade adulta, o que pode comprometer a eficiéncia dos sistemas a pasto
devido ao aumento do tamanho dos animais na fase adulta e das necessidades de
mantenca (CAMPOS et al., 2012). Porém a medida CAR é independente, o que
possibilita a selegdo de animais com menor necessidade de ingestdo de energia
(CAR negativo) mantendo as exigéncias produtivas (CAMPOS et al., 2012).

Porém, as diversas medidas de EA sao onerosas e tardias, o que dificulta a
sua implementagao em programas de melhoramento genético animal (MOORE et
al., 2009). Contudo, as medidas de EA sdo caracteristicas de moderada a alta
herdabilidade gendmica (OLIVEIRA et al., 2014; ARTHUR et al., 2001; TIZIOTO et
al., 2015b), ou seja, sdo passiveis de serem usadas para sele¢cao (ARTHUR et al.,
2001).

2.4 Biologia Molecular no Estudo da Eficiéncia Alimentar de Bovinos

Existem varios estudos que buscaram fornecer informacgdes relacionadas aos
processos bioldégicos de EA em bovinos. Pesquisas de associagdo de todo o
genoma (GWAS, do inglés Genome-wide association study) buscam associagdes
entre SNPs e caracteristicas fenotipicas complexas e identificam Jocos de
caracteristicas quantitativas (QTL, do inglés Quantitative trait loci) (LU et al., 2013).
Um estudo de GWAS em varias ragas bovinas, com o objetivo de identificar
variantes associadas com CAR e caracteristicas como ganho médio diario e
consumo de ragao, resultou na associacdo de um SNP a CAR. Esse SNP, esta
localizado no cromossomo 8 a montante do gene GFRA2, e tem funcédo de
influenciar as taxas metabdlicas basais (HIGGINS et al., 2018). Ainda, outro estudo
mapeou QTLs para as caracteristicas de CA, CAR e CMS em bovinos de corte,
identificando um total de 37 diferentes QTL associadas aos fendtipos, dando
destaque a regides localizadas nos cromossomas BTA 1, 7, 18 e 19, as quais sao
consistentes com estudos anteriores de mapeamento de QTL para CAR (SHERMAN
et al., 2009)

Além disso, pelo sequenciamento de RNA (RNA-seq) todos os genes
expressos em um determinado tecido sdo investigados (WANG et al., 2009),
metodologia que torna possivel a identificacdo de genes diferencialmente expressos

(GDEs) entre grupos amostrais divergentes para caracteristicas fenotipicas
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complexas. Tizioto et al. (2015b), buscaram identificar GDEs em animais
geneticamente divergentes para CAR em tecidos hepaticos de bovinos Nelore, tendo
sido 112 GDEs anotados identificados entre animais com CAR divergentes, como os
genes COL1A1, CTGF CYP2B6, PRUNE2 e EGR1, GDEs com expresséo
aumentada no grupo de animais ineficientes. Esses genes estdo envolvidos no
transporte e ligagcdo de ions, atuam como proteinas de membrana ou
transmembrana, e estdo relacionados ao transporte e catalise de moléculas e aos
mecanismos essenciais de absor¢cao de nutrientes, essenciais para 0s processos

envolvidos com a eficiéncia alimentar.

2.5 Genes Candidatos

A abordagem de genes candidatos consiste em genes que geralmente
possuem significado bioldégico conhecido, que regulam direta ou indiretamente os
processos de um fendétipo especifico (GIRI e MOHAPATRA, 2017).

Em estudos prévios, realizados pelo grupo de pesquisa em Biotecnologia
Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste em Sao Carlos - SP, foram identificados
GDEs, como os genes COL1A1, CTGF, CYP2B6, PRUNEZ2 e EGR1, para grupos de
animais contrastantes quanto ao fenétipo de CAR em tecido hepatico (TIZIOTO et
al., 2015).

2.5.1 Gene Candidato COL1A1

O gene Colageno, Tipo |, Alfa 1, do inglés collagen, type I, alpha 1 (COL1A1),
localizado no cromossomo 19 do genoma bovino, atua no movimento celular e na
organizagdo da matriz extracelular, por meio da formagao do colageno e de fibrilas
de ancoragem (FABREGAT et al., 2017; LI et al., 2016; TIZIOTO et al., 2015b). Em
estudos prévios, foi demonstrado que o gene COL71A17 é regulado positivamente no
grupo de animais ineficientes para a medida fenotipica de CAR em bovinos Nelore
(T1ZIOTO et al., 2015), e também foi identificado como DE em figado de bovinos
Angus selecionados para a medida fenotipica de CAR (CHEN et al., 2011).
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2.5.2 Gene Candidato CTGF

O gene Fator de Crescimento Do Tecido Conjuntivo, do inglés connective
tissue growth factor (CTGF), também conhecido como CCNZ2, pertence a familia
CCN e é caracterizado como uma proteina de matriz extracelular rica em cisteina
(BOES et al., 1999). Foi denominado como fator de crescimento de tecido conjuntivo
por promover a proliferacdo de fibroblastos, migracdo, adesao e formacao de matriz
extracelular como sugerido pela sua nomenclatura (ABREU et al., 2002; LASKY,
2006). Segundo a literatura, a expressdo do gene CTGF é importante para o
desenvolvimento embrionario no periodo inicial da vida (JUN e LAU, 2011). Lambi et
al. (2012), em um estudo com camundongos, demonstrou que 0s animais com
inativagdo do gene CTGF apresentaram diversos dimorfismos esqueléticos e
letalidade perinatal. Ainda, doengas como fibrose e crescimento tumoral sao
vinculados a expressdao anormal de CTGF em adultos (RAMAZANI et al., 2018).
Além disso, CTGF atua como indutor de apoptose, esta envolvido em processos de
cicatrizagao tecidual, fibrogénese, angiogénese, transdiferenciagéo celular (LASKY,
2006), e é um gene DE para a via de sinalizagdo de IGF-1 (TIZIOTO et al., 2015b).
Tizioto et al. (2015) mostrou uma regulagao positiva do CTGF no grupo de animais

ineficientes para a medida fenotipica de CAR em bovinos Nelore.

2.5.3 Gene Candidato CYP2B6

O gene Membro 6 da Subfamilia B da Familia 2 do Citocromo P450, do inglés
cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6 (CYP2B6), esta localizado no
cromossomo 18 do genoma bovino, € membro da familia CYP que codifica enzimas
com funcdo no metabolismo oxidativo de substdncias como esterdides, acidos
graxos, drogas, sintese de colesterol e moléculas exdgenas (NELSON et al., 1996),
sendo expresso principalmente no figado (ZANGER; KLEIN, 2013). Este gene é
regulado positivamente no grupo de animais ineficientes para CAR (TIZIOTO et al.,
2015b), e atua no metabolismo de degradacdo da melatonina, que segundo Hatzis
et al. (2013), atenua o estresse oxidativo de forma a diminuir a peroxidacéo lipidica
em resposta a ativagdo de células produtoras de colageno no figado (LEE et al.,

1995). Ainda, a melatonina pode aumentar os niveis de varias enzimas
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antioxidantes, e as interagcdes entre ela e as espécies reativas de oxigénio séo
classificadas como eficazes contra o estresse oxidativo, favorecendo a funcédo da
cadeia respiratéria mitocondrial (SOLIS-MUNOZ et al., 2011; HATZIS et al., 2013).

2.5.4 Gene Candidato EGR1

O gene Resposta de Crescimento Precoce 1, do inglés early growth response
1 (EGR1), localizado no cromossomo 7 do genoma bovino, pertence a familia EGR.
O gene EGRT1 foi encontrado positivamente regulado em grupos de animais
ineficientes para a medida fenotipica de CAR (TIZIOTO et al., 2015). Estudos
anteriores demonstram que o gene EGR1 é capaz de regular genes relacionados ao
crescimento e diferenciacdo celular, é ativado em resposta ao estresse oxidativo
(PAGEL; DEINDL, 2012; SCHIAFFONATI; TIBERIO, 1997), e interage com GDE
associados ao estresse oxidativo (TIZIOTO et al., 2016). Desse modo, alteragdes na
expressao génica entre animais eficientes e ineficientes podem definir condi¢cbes de
estresse oxidativo, indicando EGR71 como um potencial regulador acerca dessas
alteracdes (TIZIOTO et al., 2016; TIZIOTO et al., 2015b). Ademais, o gene EGR1
possivelmente promove a diferenciacdo de células-satélite derivadas de musculo
esquelético bovino (MDSCs), de forma a observar o aumento da expressdo de
MRNA e proteina de EGR1 durante a diferenciagdo de MDSCs, promovendo a
diferenciag¢ao e inibindo a proliferacdo, e o aumento da expressao de mRNA e da
proteina de MyoG, fator de transcrigdo (FT) especifico de tecido muscular envolvido
no desenvolvimento e reparagdo do musculo esquelético, ou seja, EGR1 pode
promover a diferenciacdo de MDSC por meio da regulagao positiva da expressao do
gene MyoG (ZHANG et al., 2017).

2.5.5 Gene Candidato PRUNE2

O gene Homodlogo de Prune 2 (Drosophila), do inglés prune homolog 2
(PRUNE?2), localizado no cromossomo 8 do genoma bovino, atua como uma enzima
pirofosfatase, ao qual catalisa a hidrélise do pirofosfato inorganico (PPi) a ortofosfato
(Pi), favorecendo termodinamicamente diversas reagdes de biossintese (ZERBINO
et al., 2018; KORNBERG, 1962). TIZIOTO et al., 2015 mostrou um aumento na

expressdo génica do gene PRUNEZ2 no grupo de animais ineficientes para a medida
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fenotipica de CAR. Além disso, este gene esta envolvido na regulagdo do processo
apoptético (LI et al., 2011; DU et al., 2017). O processo apoptético foi relacionado ao
fendtipo EA em bovinos Bos taurus (KHANSEFID et al., 2017), em tecido hepatico,
podendo ser encadeado pelo estresse oxidativo (DU et al., 2017), que segundo

Tizioto et al. (2015b), esta aumentado em animais Nelore ineficientes.

2.6 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares sao uma variagdo especifica de DNA entre
individuos, como insercbes, delecdes, translocacdes, duplicacdbes e mutacdes
pontuais, fisicamente ligados a locos que determinam caracteristicas de interesse
(SINGH et al., 2014; ALZATE-MARIN et al., 2005), ou a prépria variagao causal.
Esses apresentam como caracteristicas desejaveis o numero ilimitado no genoma, a
facil deteccdo, heranca simples e previsivel, que ndo é afetada pelo ambiente
(ALZATE-MARIN et al., 2005). Dentre suas principais aplicacbes nos programas de
melhoramento esta a determinagéo de parentesco para obtengdo de informacdes
sobre pedigree, e a selegdo de animais resistentes a doengas e superiores para
caracteristicas de interesse econémico (SINGH et al., 2014).

Um exemplo dessa abordagem € a utilizacdo de marcadores moleculares do
tipo SNP, definido como um polimorfismo causado por uma mutagcdo pontual que
origina diferentes alelos contendo bases alternativas em uma determinada posigéao
do nucleotideo dentro de um loco (JIN et al., 2016).

O impacto da mutagdo pontual causada pelos SNPs depende da sua
localizagdo no genoma (Tabela 3), assim, os SNPs localizados em regides
codificantes do DNA, podem ser definidos como variantes sindnimas, quando a
alteracdo dos alelos do SNP resulta na codificagdo do aminoacido esperado
(SHASTRY, 2009), ou nao sinénimas, quando os SNPs modificam sequéncias de
nucleotideos, resultando na codificagdo de um aminoacido diferente do esperado
(MCLAREN et al., 2010), como é o caso das variantes missenses, que alteram o
aminoacido e podem influenciar a estabilidade e funcdo da proteina resultante, e das
variantes nonsenses, que introduzem codons de parada nas sequéncias de
codificacdo, causando a terminacdo prematura da sintese da proteina
correspondente (STEFL et al., 2013; CHU; WEI, 2019).
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Ainda, os SNPs podem ser localizados em regides ndo codificantes, o que
pode afetar a estrutura do mRNA e a expressao génica (LU et al., 2015), por meio
de alteragdes nos locais de ligagao dos FTs (WUNSCH et al., 2005; GUO; JAMISON,
2005), alteragbes em regides de splicing que afetam o processo de maturagéo do
pré-mRNA (JIAN, BOERWINKLE e LIU, 2014), ou fungdes importantes na regulagéo
pos-transcricional da expressdo génica, relacionadas a estabilidade, transporte de
MRNAs, efetividade da tradugao e localizagao subcelular (MIGNONE et al., 2002;
JANSEN, 2001; VELDEN e THOMAS, 1999; BASHIRULLAH, COOPERSTOCK e
LIPSHITZ, 2001).

Tabela 2. Exemplos de impactos causados pelos SNPs de acordo com sua
localizacdo do genoma.

Regido Codificante Regido Nao Codificante

Sinébnima Nonsense Missense - Alteram sitios de ligagado
de fatores de transcrigao e

DNA TTC TTT ATC TCC de microRNAs;
mRNA  AAG AAA UAG AGG - Alteram regides de
—— Splicing.
Aminoacido Lys Lys STOP Arg

Fonte: Prépria (2021).

2.7 Mecanismos de Regulagcao Génica

Os mecanismos de regulacdo génica podem ocorrer em diferentes niveis,
desde a transcrigdo ao processamento da proteina (RAMIREZ-CLAVIJO;
MONTOYA-ORTIZ, 2013). Contudo, a presenca de SNPs nas sequéncias génicas
pode interferir nestes mecanismos, principalmente sobre os processos que
antecedem a transcricdo ou em processos pos-transcricionais. Os mecanismos
pré-transcricionais baseiam-se na regulacéo pelos FTs, os quais possuem um papel
importante na ativagdo da maquinaria responsavel na regido promotora dos genes
(MOBLEY, 2019; LUSE, 2013). Enquanto que os mecanismos pos-transcricionais
podem ser mediados pelos miRNAs (O'BRIEN et al., 2018).
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2.7.1 Fatores de Transcrigao

Os FTs sdo um dos principais elementos reguladores no inicio da transcricao
do gene (SPITZ; FURLONG, 2012). Esses sdo proteinas que se ligam a
sequéncias reguladoras de DNA, que geralmente estdo localizadas na regido 5' UTR
a montante da sequéncia dos genes alvo, com a fungdo de modular a taxa de
transcricdo do gene, podendo aumenta-la ou diminui-la, afetando a taxa de sintese
protéica e, consequentemente, levando a alteragbes na fungéo celular (ADCOCK;
CARAMORI, 2009).

O processo de ativagédo do FT e subsequente ligagédo a regides reguladoras,
como enhancers e promotores, requer o envolvimento de vias de transdugao de
sinais intracelulares, diferentes sitios de ligacdo para multiplos FTs e do
posicionamento do nucleossomo (ADCOCK; CARAMORI, 2009; SPITZ; FURLONG,
2012; YAO, 2017).

Ao se ligar na sequéncia promotora, o FT convoca elementos ativadores de
transcricdo e proteinas mediadoras com o auxilio da proteina de dobra de DNA, que
posiciona os ativadores proximo ao promotor, esses recrutam a RNA polimerase,
que se liga aos FTs e ao DNA do promotor do gene, de forma a montar o complexo
de pré-iniciagcdo da transcricao (MOBLEY, 2019; LUSE, 2013). Desse modo, é
formada a bolha de transcricdo, que consiste na dupla hélice de DNA desenrolada
proxima ao gene que esta sendo transcrito, e o complexo promotor aberto, em que a
fita molde de DNA entra em contato com o sitio ativo da RNA polimerase e o produto
de RNA complementar a fita molde de DNA ¢é sintetizado (SAINSBURY;
BERNECKY; CRAMER, 2015). Se o produto da transcricdo codifica uma proteina, a
molécula de RNA sera traduzido em proteina no processo de traducao.

A presenga de SNPs nas regides upstream ao sitio de inicio da transcri¢ao
(TSS) pode influenciar a afinidade de ligagcéao do FT, devido a criagédo ou modificagao
dos sitios de ligacao do fator de transcricao (SLFTs), e consequentemente a
expressdo génica. Tal influéncia tem sido associada a diversos fenotipos de
interesse, em doengas humanas como o cancer e diabetes tipo 2, e em bovinos, a
EA (NISHIZAKI et al., 2019; FOGARTY et al., 2014; POMERANTZ et al., 2009;
STITZEL et al., 2010; ALEXANDRE et al., 2014).
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2.7.2 MicroRNAs

Os miRNAs sao definidos como subconjuntos de RNAs nao codificantes,
constituidos por sequéncias curtas compostas por aproximadamente 22
nucleotideos de comprimento (O'BRIEN et al., 2018; CAl et al., 2009). De modo
geral, a biogénese dos miRNAs resume-se na transcricdo de sequéncias de DNA
em miRNAs primarios (pri-miRNAs), que sdo processados em miRNAs precursores
(pré-miRNAs) e, por fim, em miRNAs maduros (O'BRIEN et al., 2018). Os miRNAs
possuem papel de reguladores pds-transcricionais, por meio da clivagem dos
MRNAs alvo ou repressao da tradugdo dos mesmos (O'BRIEN et al., 2018).

Os primeiros estudos que identificaram a fungcao dos miRNAs foram a partir
da descoberta inicial de dois miRNAs, let-7 e lin-4, em um estudo com nematoides
(Caenorbabditis elegans), em que demonstraram a capacidade de ligagdo do miRNA
a sitios especificos localizados na regido 3' UTR do mRNA alvo, agindo como um
repressor pos-transcricional (LEE et al.,, 2002; REINHART et al., 2000). Depois
disso, diversos miRNAs foram identificados por analises in silico, in vitro e in vivo,
relacionados a tempo de desenvolvimento, diferenciagdo celular, proliferagao,
apoptose, tumorogénese e interagdes hospedeiro-patégeno (TSUCHIYA et al., 2006;
SCARIA et al., 2006; LIU et al., 2008).

Relata-se que os miRNAs interagem com as regides 3' e 5' UTR dos mRNAs
alvo, sendo que a especificidade e atividade em alvos de ligagao estéo relacionadas
a homologia das sequéncias seed, que regem a interagdo entre miRNA e mRNA,
para exercer a fungao de suprimir a expressao (HA; KIM, 2014; BROUGHTON et al.,
2016, CAl et al., 2009). No que diz respeito a interacdo de miRNAs com seus alvos,
um unico miRNA é capaz de controlar a expressao de mais de um mRNA alvo e
cada mRNA pode ser regulado por multiplos miRNAs (CAl et al., 2009).

Em relagdo ao impacto provido por SNPs, quer provenientes de mudancgas
nas sequéncias codificadoras de miRNA quer em um sitio de ligagdo de miRNA nas
regides 3’ e 5 UTR das sequéncias de mRNAs, essas variagdes sdo capazes de
afetar a biogénese e a funcdo do miRNA, fortalecendo ou reduzindo, ou até

eliminando, os efeitos de regulagdo dos mRNAs (CAl et al., 2009).
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Justificativa

Como a mensuragao do fendtipo EA é onerosa e tardia, a identificacao de

potenciais biomarcadores em regides reguladoras do genoma bovino que podem

influenciar a expressdo de genes envolvidos com a EA, como os candidatos
COL1A1, CTGF, CYP2B6, EGR1 e PRUNEZ2, pode auxiliar os programas de

melhoramento animal, tanto na priorizacdo de marcadores a serem incluidos nos

painéis de SNPs quanto na elaboragao de modelos de edicdo génica.

4,

Hipoétese

Variacbes de sequéncia de DNA modificam regibes reguladoras e podem

afetar medidas fenotipicas de Eficiéncia Alimentar, conversdo alimentar, eficiéncia

alimentar bruta e consumo alimentar residual, em bovinos Nelore.

5.1

5.2

Objetivos

Objetivo Geral

Identificar biomarcadores de DNA nos genes CTGF, COL1A1, CYPZ2BS6,
EGR1 e PRUNEZ2 que possuam um potencial impacto regulatério sobre sitios
de ligacdo de fatores de transcricdo e de miRNAs, associados a medidas

fenotipicas de eficiéncia alimentar em bovinos Nelore.

Objetivos Especificos

Selecionar SNPs que possivelmente alteram regides reguladoras de genes
candidatos;

Analisar in silico possiveis mecanismos reguladores que possam ser
influenciados por SNPs e afetar a expressao génica, como SLFTs e miRNAs;
Associar e integrar dados obtidos na mesma populagao aos SNPs com o

intuito de relaciona-los a fendtipos de interesse agropecuario.



25

6. Metodologia

6.1 Metodologia Realizada Anteriormente pelo Grupo de Pesquisa

Os itens 6.1.1 a 6.1.3 correspondem a metodologia desenvolvida pelo grupo
de pesquisa da Embrapa Pecuaria Sudeste, ao qual resultou nos dados para a

execucao do presente trabalho.

6.1.1 Animais e Coleta das Amostras

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
Diretrizes do Comité Institucional de Uso e Cuidado Institucional de Animais da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - CEUA, que aprovou
todos os protocolos experimentais (Processo CEUA 01/2013).

Para a selecdo dos novilhos que produziram a nossa populagado por meio de
inseminacao artificial de matrizes comerciais e puras da raca Nelore, foi utilizado o
sémen de touros que representavam as principais linhagens de criagao
comercializadas no Brasil. Neste estudo, 398 animais foram utilizados, esses
animais cresceram até os 21 meses de idade na fazenda da Embrapa Pecuaria
Sudeste (Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brazil), sendo depois confinados em baias
individuais ou coletivas, com periodo de adaptagdo de 28 dias seguidos de
confinamento por 70 dias (TIZIOTO et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016; LIMA,
2019; Andressa Lima, comunicacao pessoal). Os novilhos foram alimentados duas
vezes ao dia com 40% de matéria seca e 60% de concentrado, conforme descrito
por Oliveira et al. (2014).

Todas as medidas fenotipicas e avaliagbes referentes a caracteristicas
relacionadas a EA coletadas durante o confinamento foram descritas em Oliveira et
al. (2014) e Nascimento et al. (2016). Dentre as medidas fenotipicas, selecionamos
ganho médio diario (GMD, kg/d), consumo de matéria seca (CMS, kg/d), taxa de
conversao alimentar (CA, CMS/GMD; kg / kg), razao de eficiéncia alimentar bruta
(EAB, GMD/CMS; kg/kg) e consumo alimentar residual (CAR, kg/d).

Os animais foram abatidos em um abatedouro comercial, de acordo com as

diretrizes para o Abate Humanitario de Bovinos. No decorrer do abate, as carcagas
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foram devidamente identificadas, e amostras de figado foram coletadas, e

congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a - 80 °C.

6.1.2 Extracao de DNA e Dados Genotipicos

Amostras de sémen congelado obtidas em centros de inseminagao artificial
brasileiros foram usadas para extrair DNA por um método padrao de
fenol-cloroférmio conforme descrito detalhadamente por Tizioto et al. (2012). Os
dados da sequéncia do genoma completo de 26 progenitores da populagdo foram
obtidos com o sistema lllumina HiSeq 2500 (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA) com
8-21x de cobertura. Alinhamento, chamada de variantes e controles de qualidade
foram realizados de acordo com as recomendacgdes do 1000 Bulls Genomes Project
(http://www.1000bullgenomes.com/) e usados como dados de referéncia para
imputacdo de SNP.

Enquanto que para a progénie, 5 mL de amostras de sangue foram coletadas
e utilizadas para extracdo de DNA, conforme descrito em Tizioto et al. (2012). Todos
animais foram genotipados usando o lllumina BovineHD BeadChip 770k (lllumina,
San Diego, CA, EUA). Os gendtipos foram chamados no software lllumina
GenomeStudio e foram descritos em detalhes em estudos anteriores (TIZIOTO et al.,
2012; TIZIOTO et al., 2013) e as informagdes genotipicas foram enriquecidos por
meio de imputagdo conforme descrito em detalhes por Cardoso et al. (2021).

A imputacdo de gendtipos consiste no processo de predigdo de gendtipos
para locos marcadores, como os SNPs, ausentes ou desconhecidos, ou seja, que
nao foram genotipados em uma populagao de estudo. Essa é realizada com o intuito
de aumentar a quantidade de marcadores que serdo utilizados nas analises
(MARCHINI; HOWIE, 2010).

Apds a imputagao, SNPs nao informativos, sexuais e com uma frequéncia de
alelo menor inferior a 0,01 foram removidos do conjunto de dados usando o software
PLINK (PURCELL et al., 2007). Apos essas etapas de filtragem, um total de
4.813.664 SNPs estava disponivel para as analises genéticas (CARDOSO et al.,
2021).
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6.1.3 Selecdo de Genes Candidatos

A selegao dos genes candidatos foi feita a partir da analise dos resultados de
expresséo génica diferencial para grupos geneticamente divergentes para a medida
fenotipica de CAR, conforme descrito em detalhes por Tizioto et al. (2015b). Os
GDEs, COL1A1, CTGF, CYP2B6, EGR1, e PRUNE2 foram selecionados por
participarem em processos bioldgicos relacionados a caracteristica EA (TIZIOTO et
al., 2015).

6.2 Metodologia Utilizada neste Projeto

6.2.1 Selecado de SNPs

A partir da imputacdo dos SNPs, descritas por Cardoso et al. (2021), para a
identificacdo dos elementos regulatérios nos genes, adotamos uma janela de
prospeccao correspondente a 2 Kb upstream aos TSS de cada um dos genes de
interesse, até a regido de 3' UTR dos mesmos, usando como base as coordenadas
do genoma de Bos taurus (ARS-UCD1.2) (ROSEN et al., 2020) disponiveis no banco
de dados Ensembl (YATES et al., 2019). A janela de prospeccao de SNPs foi
escolhida para propiciar a localizagdo de elementos cis-reguladores nas regides
promotoras e no interior dos genes de interesse.

O software VCFtools (DANECEK et al., 2011) foi utilizado para selecionar os
SNPs contidos na janela delimitada para os genes candidatos. Posteriormente, os
SNPs selecionados foram anotados utilizando o software Variant Effect Predictor
(VEP) (MCLAREN et al., 2016), que proporcionou a obtengdo de informacdes sobre
a localizacao e/ou classificagao correspondente aos SNPs, e com isso excluir os
SNPs localizados em regides intrénicas que nado foram apontados como possiveis
reguladores de splicing ou foram considerados variantes sinbnimas, que nao afetam

composi¢cado de aminoacidos do produto génico.

6.2.2 Anadlise de Desequilibrio de Ligagao

Utilizamos o software PLINK (PURCELL et al., 2007) para as analises de

desequilibrio de Ligacdo (DL) entre os SNPs detectados, e o software Haploview
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(BARRETT et al., 2004) para montagem dos blocos de haplétipos de SNPs. Para as
analises de DL, foi calculado o coeficiente de determinacéo r?, sendo considerado
DL total quando pares de variantes apresentaram r2 igual a 1 (ARAUJO, 2014), e r2 >
0,80 como indicativo de DL relevante (KONSTA et al., 2015). Tal analise foi realizada
para complementar o entendimento dos resultados (TAKEUCHI et al., 2005). Desse
modo, o DL refere-se a uma associagao nao aleatodria de alelos em dois ou mais /oci,
e a importancia em ser estimado esta no fato de que dois loci em DL podem
apresentar respostas correlacionadas em sua ag¢ao sobre a expressido génica ou na
associacdo com uma determinada caracteristica fenotipica, de tal forma que a
resposta a selegdo em um local pode influenciar positiva ou negativamente o outro
local (SLATKIN, 2008).

6.2.3 Analise in silico de Mecanismos de Regulacao

Apods a selegao de SNPs, foi feita a analise in silico dos SNPs em potenciais
regides reguladoras, para isso adotamos regides flanqueadoras aos SNPs, contendo
25 pb antes e depois de cada SNP, por meio de um script da linguagem de
programacgao Python, empregando como base a sequéncia referéncia de Bos taurus
- ARS-UCD1.2 (YATES et al., 2019; ROSEN et al., 2020).

Utilizamos o software LASAGNA (LEE et al., 2014) para predizer in silico os
SNPs selecionados localizados em SLFTs, possibilitando a identificacdo de alelos,
que possivelmente afetam a afinidade de ligagcado de FT descritos para vertebrados,
disponiveis no banco de dados Jaspar (FORNES et al, 2019), empregando os
parametros padroes do programa. A interferéncia na afinidade do FT ao seu SLFT
pode alterar a atividade do FT sobre a expressdo génica, inibindo-a ou
privilegiando-a (NISHIZAKI et al., 2019).

A predicdo in silico dos possiveis sitios de ligagcdo de miRNAs bovinos
afetados por SNPs selecionados nas regides 5' e 3' UTR dos genes candidatos foi
realizada pelo software RNAhybrid (REHMSMEIER et al., 2004). Para isso, as
sequéncias FASTA de todos os miRNAs bovinos foram recuperadas do banco de
dados miRBase (KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2018). A
ferramenta RNAhybrid €& responsavel por calcular a energia da hibridizagdo mais
favoravel entre as sequéncias do miRNA e a sua respectiva sequéncia alvo (MRNA).

Foram selecionados miRNAs possivelmente influenciados pelos SNPs observando a
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variagdo da energia livre de hibridizacdo na presenga da forma referéncia e
alternativa nos respectivos sitios-alvo. Definimos como parametro de corte a energia

livre de hibridizacao de -18 kcal/ mol.

6.2.4 Analise de Integracao

Foram recuperadas regides de QTL de fendtipos importantes para a pecuaria
bovina disponiveis em dois conjuntos de dados diferentes: o banco de dados do
genoma bovino Cattle QTL database (versdo do genoma de referéncia: UMD_3.1)
(https://www.animalgenome.org/QTLdb/cattle/ baixado em junho de 2019), e
também os resultados de GWAS produzidos previamente na mesma populagao
experimental para fenétipos de qualidade de carne (TIZIOTO et al., 2013), conteudo
de minerais (TIZIOTO et al., 2015a), EA (OLIVEIRA et al., 2014), conteudo e
deposigao de gordura (CESAR et al., 2014) e também comparamos os SNPs com
eQTLs relatados na mesma populagao no trabalho de CESAR et al., (2018). Todos
os QTLs obtidos na versao anterior do genoma de referéncia bovino foram
convertidas para a versdo mais atualizada (ARS-UCD1.2) (ROSEN et al., 2020)
utiizando a ferramenta Lift Genome Annotations (UCSC Genome Browser,
disponivel em: https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver). Assim foi realizada a
sobreposicao das posigdes gendmicas dos QTLs obtidos desses conjuntos de dados
e dos SNPs selecionados neste trabalho a fim de se observar evidéncias de

potencial funcional dessas variantes em relagao aos fendétipos de EA.

6.2.5 Medidas Fenotipicas e Analise de Associacao

Utilizamos um modelo de regressao linear por meio do software RStudio (R
Core Team, 2018) para executar as analises de associagdo, com o objetivo de
avaliar a possivel influéncia dos SNPs selecionados sobre as cinco medidas
fenotipicas de eficiéncia alimentar (GPD, CMS, CA, EAB e CAR). Foram incluidos os
efeitos fixos de grupo de contemporaneos (contendo a informacdo de local de
confinamento, ano de nascimento, origem e baia) para as medidas fenotipicas GPD,
CMS, CA e EA. Além disso, a idade do animal na data do abate foi incluida como
covariavel para essas medidas escolhidas. A medida fenotipica CAR foi corrigida

anteriormente para os efeitos de contemporaneidade necessarios (OLIVEIRA et al.,
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2014). O parametro valor de valor P < 0.05 foi utilizado para identificar os SNPs com

associagao significativa dentro de cada caracteristica de interesse.

7. Resultados e Discussao

7.1  Selecdo de SNPs e Analise de Desequilibrio de Ligagao

O numero total e a anotagao funcional de SNPs selecionados na sequéncia
correspondente a janela de 2 Kb upstream ao sitio de inicio da transcrigéo,
adicionada a sequéncia consenso de cada um dos genes candidatos, estado

apresentados na Tabela 3 e na Figura 1.

Tabela 3. Numero de SNPs selecionados e respectivos efeitos das variantes nas
regides dos genes candidatos anotados pelo software VEP.

CTGF COL1A1 CYP2B6 EGR1 PRUNE2

N° de SNPs
submetidos a 2 14 40 7 283
anotacao *
Upstream 2 2 3 4 3
5'UTR - - 4 - -
Missense - - 1 - 24
Regiao de - 1 1 - -
Splicing
3’UTR - - 3 1 -
Downstream - - 3 - 6

Fonte: Prépria (2021).
* Total de SNPs selecionados na sele¢ao, anterior a analise de anotagao.

Foram encontrados 14 SNPs localizados na regido upstream nas janelas dos
genes COL1A1, CTGF, CYP2B6, EGR1 e PRUNEZ2 (Tabela1). Essas variantes
podem influenciar a transcricdo dos genes, por meio de alteracbes nos locais de
ligagédo dos FTs (WUNSCH et al., 2005; GUO; JAMISON, 2005).

Um total de oito SNPs foram localizados na regido UTR dos genes CYP2B6 e
EGR1 (Tabela 3). Estes SNPs podem desempenhar fungbes importantes na
regulacéo péds-transcricional da expressdo génica, relacionadas a estabilidade,
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transporte de mRNAs, efetividade da tradugéo e localizagdo subcelular (MIGNONE
et al., 2002; JANSEN, 2001; VELDEN e THOMAS, 1999; BASHIRULLAH,
COOPERSTOCK; LIPSHITZ, 2001).

Os 25 SNPs correspondentes aos genes CYP2B6 e PRUNEZ2, anotados
como variantes missenses, podem modificar a sequéncia de nucleotideos, o que
resulta na codificagdo de um aminoacido diferente do esperado (MCLAREN et al.,
2010). Tal modificacdo pode influenciar na estabilidade e fungcao da proteina (STEFL
et al., 2013).

Nas janelas de selecdo referentes aos genes COL1A71 e CYP2B6, foram
selecionados dois SNPs em regido de splicing que podem influenciar na formagao
do mRNA por meio do processo de maturagdo do pré-mRNA (JIAN, BOERWINKLE
e LIU, 2014).

Figura 1. Grafico dos efeitos das variantes nas regides dos genes candidatos
anotados pelo software VEP.

100 I \Variante intronica
B \ariante Sinénima
Upstream
[ Downstream
75
B Regido de Splice
Variante Missense
5'UTR
50 B 3'UTR
25
0 I—I joaslls I -l
COL1A1 CTGF CYP2B6 EGR1 PRUNE2

Fonte: Prépria (2021).

As anadlises de DL entre os SNPs selecionados em cada gene foram feitas
utilizando o software PLINK (PURCELL et al., 2007) e o Haploview (BARRETT et al.,
2004) foi utilizado na montagem dos blocos de SNPs. Observamos os valores do

coeficiente de determinacdo r?, considerando r? = 0,80 como indicativo de DL
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relevante (KONSTA et al., 2015) e r2 = 1 como completo DL (ARAUJO, 2014). Como
resultado, as analises mostraram alto DL dentro de cada gene de interesse.

Tivemos como resultado apenas um bloco de SNPs constituido com o total de
SNPs selecionados do gene PRUNEZ2, entre os quais, apds a analise de anotagéo,
destacamos sete SNPs anotados como variantes missenses do gene PRUNEZ2:
g8:52762728G>A, g8:52764043C>T, g8:52764655C>T, g8:52765101A>G,
08:52765137T>A, g8:52766109G>A e ¢8:52766625T>C (Figura 2). Esses SNPs
afetam SLFTs (Tabela 4) e possuem associagao significativa com a medida fenotipica
CAR (Tabela 6).

Figura 2. Bloco de haplétipo de SNPs obtido pelo Haploview com o desequilibrio de
ligacdo em fungao de r2.
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Fonte: Haploview (BARRETT et al., 2004)
Células em preto representam o completo DL (r>=1), células em preto com escrita em branco
representam DL relevante (r* = 0,80). Pontos em vermelho indicam os SNPs candidatos selecionados
na regiao reguladora do gene PRUNE?2.

7.2 Predicao in silico de SNPs que Possivelmente Afetam Sitios Alvo de

Fatores de Transcrigao

A predigao in silico dos SLFTs possibilitou a identificacdo de SNPs que
potencialmente afetam a especifica interacdo dos FTs aos seus respectivos

sitios-alvo. Os sitios de ligagado sédo constituidos por curtas sequéncias de DNA, que
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de modo geral sdo localizados em regides upstream, promotora, downstream, ou
codificadora (éxon) em relagdo ao gene alvo, esses interagem com a maquinaria
transcricional mediando o processo de expressao génica, podendo estimula-lo ou
inibi-lo (STERGACHIS et al., 2013; FERRAO NETO, 2017; MITSIS et al., 2020).

Na Tabela 4, a coluna "Sequéncia", mostra como foi interpretada a potencial
influéncia de um SNP sob a afinidade de ligagdo de um FT. Dependendo da forma
referéncia ou alternativa do alelo, ha a ligacdo ou ndo de um FT ao correspondente
SLFT. Nesse cenario, foram preditos um SNP referente ao gene CTGF e um ao
gene COL1A1, dois SNPs para o gene CYP2B6, trés SNPs relacionados ao gene
EGR1 e 13 SNPs referentes ao gene PRUNEZ2 capazes de afetar SLFTs. Para esses
SNPs, a presenca do alelo alternativo foi predita a comprometer a afinidade de FTs
aos seus sitios-alvos (Tabela 4). Por outro lado, dois SNPs selecionados para o
gene COL1A1, dois para o gene EGR1, quatro para o gene CYP2B6 e sete SNPs
relacionados ao gene PRUNEZ2, potencialmente afetam SLFTs, nos quais na
presenca do alelo alternativo pode aumentar a afinidade de FTs aos seus sitios-alvo
(Tabela 4).

Tabela 4. SNPs selecionados na janela referente a 2 Kb upstream ao inicio do sitio
de transcrigdo adicionada a sequéncia consenso dos genes candidatos que
potencialmente afetam sitios de ligagcao de fatores de transcricao de vertebrados
expressos em figado.

Gene Posicao Alelos FT Sequéncia
Informagoes? LASAGNA®
CTGF 9:69891302 G/T Gfi1 AGAAtCCCTG
Mafb GeTGATTC
COL1A1  19:36456642 C/G Foxa2 CAACGCTGATTC
REL CGgTGATTCC
18:50290773 cIT REST TTGAGCACAAGGGA
RELA GTGAATCTCc
18:50291018 C/G
CYP2B6 NFKB1 GTGAATCTCcC
ESR1 CCAGGTCACCTCAGACtA
18:50291051 CcIT
ESR2 CCAGGTCACCTCAGACtA

Fonte: Prépria (2021).2 Informagdes basicas sobre os SNPs selecionados: gene, posi¢do no genoma
e os alelos em sua forma referéncia / alternativa (Alelos); ® Resultados LASAGNA: Possiveis FTs e as
referentes sequéncias dos sitios-alvo criados pelos SNPs identificados em letra mindscula em negrito.
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Continuagao da Tabela 4.:

Tabela 4. SNPs selecionados na janela referente a 2 Kb upstream ao inicio do sitio
de transcrigao adicionada a sequéncia consenso dos genes candidatos que
potencialmente afetam sitios de ligagao de fatores de transcricdo de vertebrados
expressos em figado.

Gene Posicao Alelos FT Sequéncia
Informagodes? LASAGNA®
CYP2B6 18:50301918 CIT HNF4A TGGCCGAAGTCcG
CTCF tCCCCACTAGGT
7:49824536 T/C
REST TTGAGCACAAGGGA
EGR1 HNF4A ATCCCAAGGgCCA
7:49825415 AIG
PPARG AAGGgCCACTAGCTCCTAGT
7:49829451 AIG FOXC1 GCCCTGTa
8:52762269 AIG REST GAGGTGTGTAAGGTgCCAA
8:52762340 C/G Prrx2 cATTA
8:52762708 C/G Myb CACcAGTTG
FOXA1 TTaCACAA
8:52762728 G/A
HLF AGTTaCACAAAT
FOXL1 GTGcCATA
8:52762795 T/C
PRUNE2 SRF TGcCATATCTGG
8:52763329 CIT Pax2 AGTcACTC
8:52763476 CIT HLF TGtTACACCAGA
8:52764032 cIT FOXL1 tTGCCATA
8:52764043 CIT CREB1 TGACATCT
8:52764655 cIT NFE2L1:: cATGAC
MafG
8:52764769 A/C Mafb GecTGAAGA
8:52765101 AIG RXRA:: ATTTCAaTAGTTTCA
VDR
8:52765137 T/IA REST GaGCTCTTCACAGGTCTCT

Fonte: Prépria (2021).2 Informagbes basicas sobre os SNPs selecionados: gene, posi¢do no genoma
e os alelos em sua forma referéncia / alternativa (Alelos); » Resultados LASAGNA: Possiveis FTs e as
referentes sequéncias dos sitios-alvo criados pelos SNPs identificados em letra minuscula em negrito.
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Continuagao da Tabela 4.:

Tabela 4. SNPs selecionados na janela referente a 2 Kb upstream ao inicio do sitio
de transcrigao adicionada a sequéncia consenso dos genes candidatos que
potencialmente afetam sitios de ligagao de fatores de transcricdo de vertebrados
expressos em figado.

Gene Posicao Alelos FT Sequéncia
Informagodes? LASAGNA®
8:52765819 T/IC YY1 GCCAtG
8:52766109 G/A BRCA1 TCAaCAC
PRUNE2 SPI1 CTGAAc
8:52766625 T/C NR2F1 GGACATCTGAACCT

PPARG CTGGGACATCTGAAcCTCCT

Fonte: Prépria (2021).2 Informagbes basicas sobre os SNPs selecionados: gene, posi¢do no genoma
e os alelos em sua forma referéncia / alternativa (Alelos); ® Resultados LASAGNA: Possiveis FTs e as
referentes sequéncias dos sitios-alvo criados pelos SNPs identificados em letra mindscula em negrito.

A presenca do alelo T, do SNP g7:49824536T>C, localizado na regido
upstream do gene EGR1 possivelmente proporciona um aumento de afinidade do FT
CTCF ao sitio-alvo; enquanto a presenca do alelo C possivelmente proporciona um
aumento de afinidade do FT REST ao sitio-alvo. Segundo a literatura, EGR1 e CTCF
estdo envolvidos na regulagéo da expressdo do gene MyoG durante a diferenciagao
das células satélites do musculo esquelético bovino (ZHANG et al., 2017). Além
disso, SEKIYA et al. (2019) demonstrou que o fator de transcricdo CTCF é
necessario para transcrever o gene EGR1 no inicio da fase G1 do ciclo celular por
meio da organizagao da estrutura da cromatina. EGR1 e REST podem regular a
expressdo do mRNA e a atividade do promotor Ca(v)3.2 da subunidade do canal de
Ca?*, e com isso, a corrente de Ca?, de modo a implicar na regulagdo da
homeostase cardiaca e neural Ca?** (VAN LOO et al., 2012). Ademais, outros
estudos sugerem uma possivel regulagdo do TF REST sobre a expressao de EGR1
(WELLS et al., 2011; ZHANG et al., 2016).

O alelo alternativo do SNP g18:50291051C>T, localizado na regido 3’ UTR do
gene CYP2B6, possui potencial em criar um SLFT para o FT ESR1T. LO et al.,
(2010), demonstrou que em linhagens de células de cancer de mama humano, o

knockdown do gene ESR1 é associado a uma diminuigao significativa da expressao
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génica de CYP2B6, o qual é altamente expresso em tumores de mama positivos
para ESR1.

Ja o alelo A do SNP g8:52762728G>A, localizado no gene candidato
PRUNE?2, possivelmente cria um SLFT para o FT FOXA1 (Figura 3). Em um estudo
em humanos, FOXA1 foi constatado como um gene supressor do processo de
apoptose em células hepaticas tumorais (YUAN et al., 2020). E segundo a literatura,
o0 gene PRUNEZ2 esta envolvido na regulagdo do processo apoptotico, o qual
consiste na destruigcdo celular por meio da ativagdo de genes que exercem essa
funcao (LI et al., 2011; DU et al., 2017). Tal processo, relacionado a EA em bovinos
Bos taurus (KHANSEFID et al., 2017), em tecido hepatico, pode ser desencadeado
por eventos relacionados ao estresse oxidativo (DU et al., 2017), que segundo
Tizioto et al. (2015b), esta aumentado em animais Nelore com maiores valores de
CAR (ineficientes). Assim, propomos que a expressdo do gene PRUNEZ2 em tecido
hepatico pode indicar um processo apoptético provocado por estresse oxidativo
(Andressa Lima, comunicagdo pessoal), o qual pode ser suprimido por FOXAT1, e

assim favorecer a EA.

Figura 3. Esquema de um resultado da predigéo in silico de SNPs que
possivelmente afetam sitios de ligacao de fatores de transcricao.

Forma Referéncia do SNP: w
¢ ;
5’ ' Apoptose

GTCCAGAGTTGTCTCTTGGTAAGTTgCACAAATACCAGTTTCCACATTTTC <
-

¢ )
5 3 ' EA
GTCCAGAGTTGTCTCTTGGTAAG' ‘a ATACCAGTTTCCACATTTTC <

“ Apoptose
N

Forma Alternativa do SNP:

Fonte: Prépria (2021).
Regido flanqueadora do SNP g8:52762728G>A para os alelos na forma referéncia e alternativa
relativo ao gene PRUNE2 do SNP g8:52762728G>A, na qual o alelo alternativo cria um sitio de
ligacao para o fator de transcricdo FOXA1, o qual é candidato a suprimir o processo apoptético
provocado pela expresséo do gene PRUNE2.



37

7.3 Predicao in silico de SNPs que Possivelmente Afetam Sitios de Ligagao
de miRNAs

A predigao in silico verificou a possibilidade de os SNPs selecionados nas
regides 5’ e 3' UTR dos genes candidatos afetarem sitios de ligagdo para miRNAs
de bovinos (Tabela 5). A influéncia dos alelos referéncia e alternativo dos SNPs,
sobre os sitios de ligagdo de miRNAs, foi analisada por meio da variacao da energia
livre de hibridizagdo predita para a ligagcdo do miRNA ao seu respectivo sitio-alvo.
Como ja mencionamos, definimos como parémetro limite a energia livre de
hibridizagao predita de -18 kcal/ mol. Assim, consideramos que ha ligagdo do miRNA
ao seu respectivo sitio se a energia livre for menor que -18 kcal/mol, e entdo, esse

possui um maior potencial de atuar na repressao da expressao génica.

Tabela 5. Top 5 das diferencas de energias de hibridizagao preditas para a ligagao
dos microRNAs bovinos aos seus respectivos sitios-alvo, comparando-se a forma
alternativa e referéncia dos SNPs selecionados na regido UTR dos genes

candidatos.
mRnas  Eperdln Energia Dierenca e
CYP2B6
bta-miR-2285s -17.8 -20,2 -2,40
bta-miR-1298 -19,1 -16,5 2,60
g18:50290773C>T bta-miR-12016 -20,8 -16,9 3,90
bta-miR-6120-3p -19,2 -16,8 2,40
bta-miR-190b -18 -15,3 2,70
bta-miR-2885 -19,8 -17 2,80
bta-miR-10163-3p -20,4 -17,8 2,60
g18:50291018C>G bta-miR-12038 -18,6 -15,8 2,80
bta-miR-2285bi -18,1 -15,3 2,80
bta-miR-551a -19,9 -16,3 3,60

Fonte: Prépria (2021).

2 Posigdo do SNP no genoma; * microRNAs bovinos; ° Energia de hibridizagao predita para a forma
alternativa do SNP; ¢ Energia de hibridizag&o predita para a forma referéncia do SNP; Diferenga entre
a energia de hibridizacao predita para a forma referéncia do SNP e a forma alternativa. Destacados
em negrito encontram-se os alelos preditos para ligagdo mais estaveis entre miRNA-mRNA.
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Continuagao da Tabela 5.:

Tabela 5. Top 5 das diferencas de energias de hibridizagao preditas para a ligagéo
dos microRNAs bovinos aos seus respectivos sitios-alvo, comparando-se a forma
alternativa e referéncia dos SNPs selecionados na regido UTR dos genes

candidatos.
mRnas  Eperele Energia Dierenca e
CYP2B6
bta-miR-345-5p -18,9 -15,6 3,30
bta-miR-144 -20 -16,2 3,80
g18:50291051C>T bta-miR-2370-5p -17,3 -19,6 -2,30
bta-miR-2358 -20,8 -16,3 4,50
bta-miR-151-5p -20,6 171 3,50
bta-miR-2396 -15,9 -19,5 -3,60
bta-miR-26a -18,3 -14,6 3,70
g18:50307954A>T bta-miR-2284e -19,3 -15,8 3,50
bta-miR-11988 -19,9 -16,7 3,20
bta-miR-2370-5p -16,9 -20,5 -3,60
bta-miR-11999 -18,6 -14,9 3,70
bta-miR-574 -20,8 -17 3,80
g18:50307956C>T bta-miR-2285db -18,1 -13,6 4,50
bta-miR-424-3p 19,4 -15,9 3,50
bta-miR-6520 -19,5 -15 4,50
bta-miR-23a -16,3 -18,7 -2,40
bta-miR-654 -16 -20,3 -4,30
g18:50307959T>C bta-miR-25 -17.1 -20,7 -3,60
bta-miR-411b -15,9 -19,8 -3,90
bta-miR-2380 -18,8 -16,3 2,50

Fonte: Prépria (2021).

2 Posi¢do do SNP no genoma; ® microRNAs bovinos; ¢ Energia de hibridizagdo predita para a forma
alternativa do SNP; ¢ Energia de hibridizag&o predita para a forma referéncia do SNP; Diferenga entre
a energia de hibridizacao predita para a forma referéncia do SNP e a forma alternativa. Destacados
em negrito encontram-se os alelos preditos para ligagdo mais estaveis entre miRNA-mRNA.



39

Continuagao da Tabela 5.:

Tabela 5. Top 5 das diferencas de energias de hibridizagao preditas para a ligagéo
dos microRNAs bovinos aos seus respectivos sitios-alvo, comparando-se a forma
alternativa e referéncia dos SNPs selecionados na regido UTR dos genes

candidatos.
SNP* miRNA® SRR SRR Dhnergac
CYP2B6
bta-miR-6120-3p -16,1 -20,9 -4,80
bta-miR-541 -17,5 -21,4 -3,90
g18:50308024G>A bta-miR-767 -16,5 -20,1 -3,60
bta-miR-2344 -16 -21,3 -5,30
bta-miR-2457 -16,4 -21,3 -4,90
EGR1
bta-miR-2408 -21,5 -15,4 6,10
bta-miR-2319a -21 -15,7 5,30
g7:49829451A>G bta-miR-1264 -19,7 -14.8 4,90
bta-miR-339a -20 -15,8 4,20
bta-miR-1307 -17.9 -19.2 1,30

Fonte: Prépria (2021).

2 Posigao do SNP no genoma; ® microRNAs bovinos; © Energia de hibridizagdo predita para a forma
alternativa do SNP; ¢ Energia de hibridizag&o predita para a forma referéncia do SNP; Diferenga entre
a energia de hibridizagdo predita para a forma referéncia do SNP e a forma alternativa. Destacados
em negrito encontram-se os alelos preditos para ligagdo mais estaveis entre miRNA-mRNA.

Todos os SNPs localizados nas regides UTR nos genes candidatos CYP2B6
e EGR1, em sua forma referéncia e alternativa, possivelmente afetam sitios de
miRNAs de bovinos.

Por exemplo, a energia livre de hibridizagao predita da ligagdo do miRNA
bta-miR-106b ao seu respectivo sitio-alvo, para a forma alternativa do SNP
g18:50308024G>A, localizado na regiao 5 UTR do gene CYP2B6, ¢ de -16,2
kcal/mol, enquanto que com a sequéncia da forma referéncia € de -19,2 kcal/mol, ou
seja, por influéncia da forma referéncia do SNP a ligacdo € predita como mais
estdvel do mIiRNA bta-miR-106b ao seu respectivo sitio-alvo. O miRNA

bta-miR-106b foi regulado positivamente em estudo de bovinos com alto valor de
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CAR, além disso sua expressdo em figado de novilhos mostrou-se altamente
influenciada pela dieta (AL-HUSSEINI et al., 2015; ROMAO et al., 2012).

O miRNA bta-mir-23a teve sua energia livre de hibridizagao predita alterada
pelo alelo C do SNP g18:50307959T>C, com energia livre de hibridizagdo de -16,3
kcal/mol, tornando-se instavel a predicdo de ligacdo do miRNA ao seu sitio de
ligacdo, enquanto que na presenca do alelo T desse SNP temos uma ligagao predita
como mais estavel entre o bta-mir-23a e o gene CYP2B6, com uma energia livre de
hibridizagcao predita de -18,7 kcal/mol, o que acarretaria em uma diminuicdo da
expressdo do gene candidato e poderia auxiliar em um aumento de EA. Em um
estudo sobre adipogénese bovina no musculo esquelético, a expressao de
bta-mir-23a foi regulada negativamente durante a diferenciagao celular do musculo
esquelético bovino fetal, o que indica que o miRNA atua como um anti-adipogénico
no processo de adipogénese intramuscular precoce, de forma a interferir no
marmoreio da carne bovina e consequentemente na qualidade da mesma (GUAN et
al., 2017). Segundo o estudo de Nascimento et al. (2016), animais eficientes
apresentaram menores niveis de gordura intramuscular em comparagdo com 0s
animais ineficientes, e constatou-se que os animais eficientes possuiam carne dura,
o que influéncia na palatabilidade e no valor de mercado.

Do mesmo modo, a energia livre de hibridizagao predita para a ligagdo do
miRNA bta-miR-339a ao seu respectivo sitio-alvo, influenciada pela forma referéncia
do SNP g7:49829451A>G, localizado na regido 3’ UTR do gene EGR1, é de -15,8
kcal/mol, enquanto que com a sequéncia da forma alternativa do SNP é de -20,0
kcal/mol, desse modo, com a presenga do alelo alternativo G temos uma ligacao
predita mais estavel. Segundo Oliveira et al. (2018), o miRNA bta-miR-339a/b foi DE
em bovinos com valores extremos para CAR, sendo regulado negativamente no
figado de animais mais eficientes. Ainda, em outros estudos, bta-miR-339a/b foi
apontado como mais expresso em tecido adiposo bovino, e EGR1 indicado por
potencialmente regular o metabolismo e deposi¢édo de gordura em bovinos de corte,
afetando as fung¢des dos adipdcitos, por meio da interagdo com genes envolvidos na
via de sinalizacéo (GU et al., 2007; HUANG et al., 2017).

Adicionalmente, o miRNA bta-miR-1307, com a mediacdo do SNP em sua
forma alternativa a energia livre de hibridizacéo predita é -17,9 kcal/mol, diminuindo
a ligacdo do miRNA ao seu sitio, frente ao alelo referéncia, com a energia livre de

hibridizagdo predita é de -19,2 kcal/mol, aumentando a estabilidade da ligagdo do
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miRNA ao gene EGR171. Em um estudo sobre miRNAs de bovinos divergentes para
CAR, o miRNA bta-mir-1307 foi descrito como um isomiRs expresso nas sequéncias
de miRNA-seq em figado de animais ineficientes para CAR (AL-HUSSEINI et al.,
2015).

7.4 Andlise de Associagdao entre os SNPs Potencialmente Reguladores da

expressao génica e Medidas Fenotipicas de Eficiéncia Alimentar

Nas analises de associacado entre os SNPs e as medidas fenotipicas de EA,
foram consideradas significativas as associagbes com valor P < 0.05 (Tabela 6). A
magnitude da influéncia predita do SNP sobre a medida fenotipica com a qual
ocorreu uma associagcao significativa € dada pelo coeficiente de regressdo f
(SHARMA et al., 2018).

Tabela 6. SNPs dos genes de interesse com associagao significativa com as
medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar.

Gene SNP Variante Feno. Valor P B
g99:69891302G>T Upstream EAB 0.028 -0.018
CTGF 99:69891686C>T Upstream EAB 0.028 -0.018
GPD 0.033 -0.169
COL1A1 919:36456412A>G Upstream A 0.0004 1628
g8:52762269A>G Missense CAR 0.039 0.252
08:52762340C>G Missense CAR 0.011 -0.5M11
g8:52762632C>T Missense CAR 0.039 0.252
PRUNE2 g8:52762675G>A Missense CAR 0.039 -0.252
08:52762728G>A Missense CAR 0.039 -0.252
08:52762780T>G Missense CAR 0.039 -0.252
g8:52763140G>T Missense CAR 0.039 0.252
08:52763476C>T Missense CAR 0.043 0.248
g8:52763771T>A Missense CAR 0.039 -0.252

Fonte: Prépria (2021).

Gene: Nomenclatura do gene de interesse; SNP: Posicdo no genoma de referéncia e os alelos
Referéncia > Alternativo dos SNPs; Variante: Anotagdo dos SNPs; Alelos: Forma referéncia/
alternativa; Freq.: Frequéncia dos alelos; Feno.: Medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar (GPD,
kg/dia; CMS, kg/dia; EAB, kg ganho/kg MS; CA, kg MS/kg ganho; CAR, kg MS/dia); Valor P: Valor P
significativos; 3: valores do coeficiente de regressao referente ao alelo alternativo dos SNPs.
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Continuagao da Tabela 6.:

Tabela 6. SNPs dos genes de interesse com associagdo significativa com as
medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar.

Gene SNP Variante Feno. Valor P B
g8:52764043C>T Missense CAR 0.039 0.252
g8:52764346A>G Missense CAR 0.039 0.252
g8:52764655C>T Missense CAR 0.039 0.252
g8:52764769A>C Missense CAR 0.039 0.252

PRUNEZ2 08:52765101A>G Missense CAR 0.039 0.252
g8:52765137T>A Missense CAR 0.039 -0.252
g8:52765819T>C Missense CAR 0.039 -0.252
g8:52765861C>A Missense CAR 0.039 -0.252
g8:52766109G>A Missense CAR 0.039 -0.252
g8:52766625T>C Missense CAR 0.039 -0.252

Fonte: Prépria (2021).

Gene: Nomenclatura do gene de interesse; SNP: Posi¢cdo no genoma de referéncia e os alelos
Referéncia > Alternativo dos SNPs; Variante: Anotagdo dos SNPs; Alelos: Forma referéncia/
alternativa; Freq.: Frequéncia dos alelos; Feno.: Medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar (GPD,
kg/dia; CMS, kg/dia; EAB, kg ganho/kg MS; CA, kg MS/kg ganho; CAR, kg MS/dia); Valor P: Valor P
significativos; B: valores do coeficiente de regressao referente ao alelo alternativo dos SNPs.

Nesse contexto, os SNPs g9:69891302G>T e g9:69891686C>T, localizados
na regiao upstream do gene CTGF, em completo DL (r*=1), que possuem
associagao significativa com a medida fenotipica EAB, cujos alelos alternativos
influenciam negativamente a caracteristica (B negativo). O alelo T do SNP
g9:69891302G>T possivelmente cria um sitio de ligagdo para o FT Gfi1 (Tabela 4), o
qual é descrito na literatura como um inibidor da transcrigdo do gene CTGF (XIAN et
al., 2017). O gene CTGF apresentou uma diminuicdo de expressdao no grupo de
animais eficientes para CAR (TIZIOTO et al., 2015b), contudo esse resultado
contradiz nossos resultados de associacdo, nos quais o alelo T foi associado
negativamente a EAB, o que pode ser decorrente da baixa correlagao genética entre
CAR e EAB (FERNANDES et al., 2014; FREITAS NETO, 2013). Contudo, devido ao
limitado numero de animais com dados de expressdo em tecido hepatico utilizados
no estudo de Tizioto et al., (2015b) que apresentam o alelo T, infelizmente, ndo foi

possivel confirmar o impacto do SNP sobre a expressdo do CTGF.
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A CA é um indice de EA capaz de identificar animais eficientes no rebanho,
porém por ser uma variavel correlacionada com ganho de peso, a selegéo por ela
pode resultar no aumento do tamanho adulto dos animais e das exigéncias
nutricionais, o que implica na maior necessidade de alimentos (BISHOP et al.,1991;
ARTHUR et al., 2004). Contudo, nossos resultados mostraram que o alelo G do SNP
g19:36456412A>G, localizado na regiao upstream do gene COL1A1, foi associado
negativamente com GPD (B = - 0.169, valor P = 0.033), e com um aumento de CA (B
= 1.628, valor P = 0.0004). O gene COL1A1 possui expressao aumentada em
grupos de animais ineficientes (CAR positivo) (TIZIOTO et al., 2015). Apesar da
correlagdo entre CAR e CA ser moderada, como descrito por (ARTHUR et al., 2001;
LANCASTER et al., 2009; KELLY et al. 2010) é possivel que o alelo alternativo do
SNP g19:36456412A>G que beneficia CA (B = 1.628), possa influenciar na
expressdo de COL1A1 resultando em um baixo valor de CAR e consequentemente
favorecendo a EA como um todo.

Por fim, as sete variantes missenses do bloco de SNPs do gene PRUNE?2
(Figura 2), possuem associagao significativa com a medida fenotipica CAR (valor P
= 0.039) (Tabela 6). Como ja mencionamos, o gene PRUNEZ2 esta envolvido na
regulagdo do processo apoptético (LI et al, 2011), que é relacionado a EA em
bovinos Bos taurus (KHANSEFID et al., 2017). Em tecido hepatico, o processo
apoptético pode ser encadeado por estresse oxidativo (DU et al.,, 2017), sendo
mostrado que a expressao de PRUNEZ2 esta aumentada em figado de animais
Nelore com maiores valores de CAR (TIZIOTO et al., 2015b), o que corresponde aos
animais ineficientes. Desse modo, a expressdao de PRUNE2 em tecido hepatico
pode indicar um processo apoptoético provocado por estresse oxidativo (Andressa
Lima, comunicacéo pessoal), aumentando os valores do fenétipo CAR, diminuindo a
EA. Novos estudos devem ser realizados para investigar o impacto dessas variantes

sobre a expressao do gene PRUNE?Z2.

7.5 Analise de Integragao

A analise de integracdo de dados entre os SNPs selecionados e regides de
QTLs de fenotipos relacionados a pecuaria bovina, possibilitou um enriquecimento
para fendtipos de qualidade de carne, fisiologia bovina, caracteristicas do leite

bovino, entre outros.
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Como ja mencionado, para isso, os SNPs foram sobrepostos com regides de
QTL do genoma bovino provenientes do arquivo Cattle QTL database (ROSEN et
al., 2020), e com os resultados do nosso grupo de pesquisa de QTLs identificados
por GWAS (TIZIOTO et al., 2013; TIZIOTO et al., 2015a). Os resultados sao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. SNPs selecionados nas janelas dos genes candidatos integrados a
regides de QTLs do Cattle QTL Database e de resultados de GWAS do grupo de
pesquisa Biotecnologia Animal.

Genes SNPs QTLs
Candidatos integrados

- Tamanho da panturrilha;

- Facilidade de parto;

- Gordura intramuscular;

- Conteudo de acido lignocérico;

- Teor de acido butirico no leite;

- Teor de acido caprico no leite;
COL1A1 14 * - Teor de acido caprilico no leite;

- Teor de acido linoleico conjugado no leite;

- Teor de acido miristico no leite;

- Teor de acido oleico no leite;

- Teor de acido palmitico no leite;

- Teor de acido palmitoleico no leite;

- Circunferéncia escrotal;

- Contagem de inchaco do Ubere;

CTGF 2% - Coloracao de gordura - espectro vermelho (AFAT);
- indice de nascimento;
CYP2B6 40 * - Suscetibilidade a Mycobacterium paratuberculosis;
EGR1 77 - Toleréncia ao frio;

- Teor de acido laurico no leite;
283 * - Teor de acido butirico no leite;
- Conteuido de zinco no musculo;

PRUNE2

1 *k*

- Conteudo mineral K;

1 *k%x

- Conteuildo mineral Ca;

Fonte: Prépria (2021).
* Cattle QTL database; ** TIZIOTO et al., 2013; *** TIZIOTO et al., 2015a;

Foram identificados 346 SNPs selecionados nas janelas dos genes
candidatos COL1A1, CYP2B6, EGR1 e PRUNEZ2, localizados em regides de QTLs
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do banco de dados Cattle QTL (ROSEN et al., 2020) para 21 caracteristicas; e
quatro SNPs nos genes candidatos CTGF e PRUNEZ2, integrados em regides de
QTL da mesma populagédo deste estudo, para coloragéo de gordura (TIZIOTO et al.,
2013) e conteudo mineral (TIZIOTO et al., 2015a).

Sete SNPs relativos ao gene EGR1 foram integrados em uma regido de QTL
para a caracteristica tolerancia ao frio (TF), 14 SNPs do gene COL7A71 foram
integrados em QTLs de gordura intramuscular (Gl) e conteudo de acido lignocérico
(CAL), e 283 SNPs selecionados na regiao do PRUNE2 em QTL de conteudo de
zinco no musculo (CZM).

Referente ao QTL de TF, YOUNG et al., (1981), relatou que o estresse
ocasionado pelo frio pode resultar em alteragcbes hormonais e adaptativas, como o
aumento da taxa metabdlica de repouso, resultando no direcionamento da energia
oriunda da alimentagdo para suprir as necessidade energéticas para a manutengao
da temperatura corporal e ndo para o crescimento do animal. Desse modo, a TF
pode beneficiar a EA, de forma a selecionar animais que sdo menos afetados pelas
mudancas oriundas do estresse ao frio.

Ja com relagdo as caracteristicas Gl e CAL, o conteudo de acidos graxos
desempenha papel significativo em processos bioldgicos como adipogénese, de
forma a auxiliar no entendimento da regulacdo do tecido adiposo em bovinos de
corte, que € um fator determinante na qualidade da carne e no seu valor nutricional
(ROMAOQO et al.,, 2014; OLIVEIRA et al., 2019). O acido lignocérico, com cadeia
carbonada com mais de 20 carbonos, pode ser encontrado em gordura animal e
vegetal (LEOPOLDINO JUNIOR, 2011). E, com relagdo ao QTL de CZM, o mineral
zinco € caracterizado como um inibidor das proteinas calpastatina e calpaina, essas
possuem um papel importante no processo de maturacdo da carne bovina
(KOOHMARAIE, 1990). Assim, niveis de concentracdo aumentados de zinco no
musculo bovino podem colaborar com a diminuigdo da fungdo da calpastatina e da
calpaina e, consequentemente, ocasionar a diminuicdo da maciez da carne
(KOOHMARAIE, 1990).

Os SNPs g19:36456642C>G e g19:36462243C>T, selecionados na janela do
gene COL1A1, foram integrados ao QTL bovino de GIl. Em estudos com suinos, o
gene COL1A1 foi identificado como um gene DE relacionado a matriz extracelular
em grupos de animais extremos para teor de GlI, e também foi um dos genes com

maior expressao no tecido adiposo, podendo desempenhar um papel importante
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neste tecido (LIM et al., 2016; XING et al., 2019). Ainda, em estudo com frangos, o
gene COL1A1 foi identificado como um biomarcador para células de gordura
intramuscular (LI et al., 2020). Além disso, o SNP g19:36456642C>G, em sua forma
referéncia, possui potencial em criar o SLFT para o FT Foxa2 (Tabela 4), que
segundo a literatura, em modelos de camundongos, foi identificado como regulador
na diferenciacdo e metabolismo de adipdcitos e da glicose (WOLFRUM et al., 2003).
O tecido adiposo modula varios processos relacionados a EA, como o metabolismo
lipidico e a homeostase da glicose (MCKENNA et al., 2018).

Adicionalmente, o SNP g8:52765819T>C, selecionado na janela do gene
PRUNE?2, integrado ao QTL bovino que afeta o CMZ, em sua forma referéncia
possui potencial em criar o SLFT parao FT YY1 (Tabela 4). O FT YY1 é classificado
como uma proteina dedo de zinco a qual € estabilizada estruturalmente pelo ion
zinco (ISALAN, 2013), essa possui papel importante no desenvolvimento e
regeneragdo do musculo esquelético (CHEN et al., 2019). Em estudos com
camundongos, a delegao condicional de YY7 resultou no ndo desenvolvimento do
musculo, e a delegdo induzida foi prejudicial para o processo de regeneragao
muscular (CHEN et al., 2019). A implicagdo do gene PRUNEZ2 no desenvolvimento

muscular também foi relatada.

8. Conclusao

A partir desse trabalho foram identificadas variantes, por meio de uma janela
de prospecgdo de SNPs, com potencial regulatério sobre a expressao dos genes
candidatos previamente relacionados a medidas fenotipicas de eficiéncia alimentar
em animais Nelore (CTGF, COL1A1, CYP2B6, EGR1 e PRUNEZ2). Polimorfismos
dos genes CTGF, COL1A1 e PRUNE2 foram associados a caracteristicas
fenotipicas de importancia produtiva.

Os SNPs identificados, priorizados pela anotagdo, contribuiram com o
conhecimento de novas regides reguladoras envolvidas com caracteristicas de
eficiéncia alimentar. Esses sao candidatos para validacéo in vitro, e dessa forma
garantir sua futura aplicabilidade em programas de melhoramento animal, como a
inclusdo em chips de genotipagem, de forma a beneficiar o produtor.
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