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RESUMO

O Brasil € um grande exportador de carne, 0 que faz o melhoramento da raca Nelore,
majoritariamente presente no rebanho brasileiro, impactar diretamente nesse setor. Ferramentas
gendmicas podem identificar genes e SNPs associados a fenétipos de interesse agropecuario,
mas a eficiéncia da selecdo depende da expressao dos alelos selecionados nos animais. Estudos
prévios identificaram 820 SNPs apresentando expressao alelo-especifica (ASE, do inglés allele-
specific expression) no musculo Longissimus thoracis de Nelore, para os quais o presente
estudo realizou a busca de SNPs reguladores associados ao padrdo de expressao alélica, ou
aseQTLs (do inglés allele-specific expression quantitative trait loci). Para isso, foram
realizadas varreduras dentro de janelas de 1Mb em relacdo ao SNP com ASE (SNP ASE) e,
posteriormente, 0s genotipos candidatos dessa janela foram relacionados ao desequilibrio
alélico no SNP ASE. Para obter o perfil de metilacdo dos aseQTLs, as posi¢des candidatas
foram sobrepostas a dados de metilagdo obtidos por RRBS (Do inglés Reduced Representation
Bisulfite Sequencing) de 12 animais da mesma populacdo. As sequéncias flanqueadoras dos
aseQTLs foram utilizadas na predicdo da presenca alelo-especifica de sitios de ligacdo de
fatores de transcrigdo (SLFTs) e de miRNAs. Foram identificados 1.134 aseQTLs, associados
a 126 SNPs ASE. Dezesseis aseQTLs correspondiam a regides sujeitas a metilagdo na nossa
populacdo, 215 potencialmente afetavam os sitios de ligacao de fatores de transcricao expressos
em musculo bovino e 162 afetavam sitios de ligacdo de miRNA expressos em musculo da nossa
populagédo. A integracdo dos aseQTLs a estudos de associacdo obtidos previamente na mesma
populacdo mostrou um enriquecimento para caracteristicas de qualidade de carne, tais como
maciez, area de olho de lombo e gordura intramuscular. AseQTLs associados ao gene CMYAS
apresentaram intenso desequilibrio de ligacdo (DL), multiplas sobreposicdes a fendtipos de
qualidade de carne e predicdo de sitios de ligagdo para miRNAs, indicando potenciais sitios
reguladores da expressdo desse gene. No geral, os resultados indicam que a ASE pode ser
resultante da regulacdo exercida por multiplos aseQTLs e sofrer modulagdo por mecanismos
epigenéticos e cis-reguladores. Os aseQTLs descritos apresentaram grande influéncia do DL.
Essas variantes podem interferir na expressdo de genes importantes para fendtipos que afetam,
entre outros, caracteristicas sensoriais da carne, fatores imprescindiveis para a aceitacdo do

consumidor.

Palavras-chave: Qualidade da carne, genémica, epigenética, mecanismos de regulacdo



ABSTRACT

Brazil is a significant exporter of beef, so the improvement of Nelore, a breed mostly present
in the Brazilian herd, directly impact this sector. Genomic tools can identify SNPs associated
with interesting livestock phenotypes, but the selection efficiency depends on the expression of
the selected alleles in the animals. Previous studies have identified 820 SNPs presenting allele-
specific expression (ASE) in Nelore’s Longissimus thoracis muscle, for which we searched for
regulatory SNPs associated with this allelic expression pattern, or aseQTLs (allele-specific
expression quantitative trait loci). To this end, scans were performed within 1Mb windows from
the SNP with ASE (ASE SNP), and subsequently, the candidate genotypes of that window were
related to the allelic imbalance in the ASE SNP. For obtaining the methylation profile of
aseQTLs, the candidate positions were overlapped with RRBS (Reduced Representation
Bisulfite Sequencing) methylation data from 12 animals of the same population. The flanking
sequences of aseQTLs were used to predict the allele-specific presence of transcription factor
binding sites (TFBSs) and miRNAs. We identified 1,134 aseQTLs associated with 126 ASE
SNPs. Sixteen aseQTLs were methylated in our population, 215 affected TFBSs expressed in
bovine muscle, and 162 aseQTLs affected miRNA binding sites. The integration of aseQTLS
with previous association studies performed in the same population showed enrichment for
meat quality traits, such as tenderness, rib eye area, and intramuscular fat. AseQTLSs associated
with the CMYADS gene showed high linkage disequilibrium (LD), multiple overlaps with meat
quality phenotypes and prediction of binding sites for miRNAs, thus indicating potential
regulatory sites for this gene. In general, the results indicate that ASE may be the result of
regulation exercised by multiple aseQTLs and undergo modulation by epigenetic and cis-
regulatory mechanisms. The aseQTLs described had a significant influence of LD. These
variants may impact the expression of genes functionally important for phenotypes that affect,

among others, meat sensory characteristics, factors that are essential for consumer acceptance.

Keywords: Meat quality, genomics, epigenetics, regulatory mechanisms
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1. Introducéo

Abordagens gendmicas sdo utilizadas para se executar multiplas anélises de associacao
de polimorfismos a determinado fenotipo de interesse, o que é feito através de ferramentas de
associacdo genémica global (GWAS, do inglés genome-wide association studies). Segundo
Korte e Farlow (2013), esse tipo de abordagem pode identificar novos loci candidatos, pois
através da varredura de todo o genoma tais ferramentas encontram polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) com capacidade de
exercer atividades reguladoras direta ou indiretamente, alterando a expressdo de genes
especificos e conduzindo a alteracBes fenotipicas que podem afetar caracteristicas de interesse
tais como a eficiéncia alimentar (HIGGINS et al., 2018), qualidade do leite (MANCINI et al.,
2013) e fertilidade bovina (COCHRAN et al., 2013).

Alguns fenotipos de interesse na pecuaria sao de suma importancia para a movimentacao
do mercado de carnes, pois afetam diretamente a aceitacdo do consumidor. Dentre esses, 0s
mais relevantes séo a cor, a quantidade de gordura (RESURRECCION, 2004), a aparéncia e a
maciez (KILLINGER et al., 2004). Diante disso, buscando os determinantes moleculares
envolvidos no pardmetro de maciez, (DE SOUZA et al., em revisdo') obtiveram o perfil da
expressdo alelo-especifica (ASE, do inglés allele-specific expression) de SNPs no musculo de
animais da ragca Nelore (Bos indicus) adultos, sendo grande parte deles contidos em genes
responsaveis por fungdes bioldgicas importantes para o desenvolvimento do tecido muscular e
relacionados & maciez da carne.

Tendo em vista o grande potencial de se encontrar polimorfismos reguladores da
expressao génica no genoma, é de grande relevancia a realizacdo de uma abordagem genémica
que busque SNPs que possam estar associados a ASE como forma de identificar potenciais
mecanismos de regulacdo. AseQTLs (do inglés allele-specific expression quantitative trait loci)
sdo SNPs com regulacdo de acdo em cis associados a ASE, que podem estar envolvidos com
varios mecanismos reguladores.

O presente trabalho identificou variantes reguladoras responsaveis pela ASE utilizando
inicialmente o teste de associacdo entre variantes e o fenotipo de expressdo alelo-especifica
(aseQTL) (BATTLE et al., 2014). Em seguida, 0os SNPs estatisticamente relacionados a ASE
foram analisados quanto a indicativos de mecanismos reguladores envolvidos, tais como
ocorréncia e localizacdo de metilacdo de DNA no SNP, se estes podem modificar sitios de

ligacdo de fatores de transcrigdo (SLFTs) expressos em musculo bovino ou sitios de ligacao de

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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miRNAs expressos em musculo da mesma populacdo. Depois disso, estes aseQTLs foram
combinados com dados de GWAS associados a caracteristicas de qualidade de carne e de
eficiéncia alimentar obtidos a partir da mesma populacdo experimental, para identificar
possiveis aplicacdes dos conhecimentos acerca da expressao e regulacdo génica sobre fenotipos

de interesse agropecudrio.
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2. Revisdo Bibliogréfica

2.1 Histérico e biologia do gado Nelore

Os bovinos atuais evoluiram a partir dos auroques (Bos primigenius). Esse processo pode
ter ocorrido em uma populacdo ancestral cujos hapl6tipos sobreviveram e foram se tornando
especificos a determinadas populacdes, sendo posteriormente recombinados conforme as
geracOes, formando haplotipos relacionados as ragas bovinas (WILLIAMSON et al., 2011).
Existem evidéncias de que os auroques passaram por dois processos de domesticacdo
responsaveis pela divergéncia entre os dois grandes grupos de bovinos: o gado europeu (Bos
taurus) e o gado indiano ou zebuino (Bos indicus) (LOFTUS et al., 1994).

Os primeiros rebanhos bovinos chegaram ao Brasil ap6s a conquista das Américas,
trazidos de Portugal. Somente no século XIX, os primeiros zebus das ragas Guzera, Gir e Nelore
foram introduzidos no pais (AJMONE-MARSAN et al., 2010). Esses animais se adaptaram
bem ao clima tropical, se reproduzindo e formando novas racas, como Tabapua e Indubrasil
(SANTIAGO, 1987). A raca Nelore é predominante no gado brasileiro (SANTANA et al.,
2016), fazendo parte de cerca de 80% dos rebanhos nacionais, constituidos por animais puros
e oriundos de cruzamentos (DOS SANTOS, 2000).

A partir de 2019, o consumo de carne bovina tem uma projecao de aumentar em taxas de
0,95 ao ano, sendo o Brasil o responsavel por 6,2% do aumento do consumo de carne global
até 2029 (considerando a carne suina, bovina e de frango) (AGRICULTURAL
INTERAGENCY COMMITTEE, 2019). Alem disso, a producéo de carne brasileira tende a ser
maior que 0 consumo, o que pode alavancar ainda mais a exportacédo, visto que o pais esta
sempre entre 0s maiores exportadores de carne bovina (AGRICULTURAL INTERAGENCY
COMMITTEE, 2019).

Os animais B. taurus e B. indicus, apesar de descenderem de um ancestral comum,
apresentam diferentes atributos relevantes para o interesse agropecuario. Em relagdo aos
aspectos fisicos, a principal diferenca é que nos zebus esta presente uma corcunda (cupim), a
pelagem é mais curta e a pele pouco aderida ao corpo comparada a de animais taurinos
(SANTIAGO, 1987). Uma caracteristica importante do Nelore é a sua adaptabilidade a climas
tropicais, sendo possuidor de uma consideravel termotolerancia (BARBOSA et al., 2014; DE
MELO COSTA et al., 2018). Além disso, o0 animal também apresenta resisténcia a parasitas
(BRICARELLO et al., 2007).
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Quanto as caracteristicas de carne, é importante considerar que os animais Nelore
produzem carne menos macia quando comparados a determinadas racas taurinas (DUARTE et
al., 2013; LAGE et al., 2012; PEREIRA et al., 2015). Pelo estudo da protedmica, autores
mostraram que, em musculo de animais Nelore, estd presente maior concentracdo de proteinas
relacionadas a contracdo muscular. O grau de degradacdo dessas proteinas é diretamente
relacionado a maciez da carne (RODRIGUES et al., 2017).

Tendo em vista a participacdo do Brasil no mercado internacional de carnes, e a boa
adaptacdo e producdo do Nelore no pais, é necessaria a aplicacdo de programas de
melhoramento da carne deste animal visando aumentar o valor do produto final (BROOKS et
al., 2000), o que traria impactos positivos na economia brasileira.

2.2 Fenotipos de qualidade de carne

A qualidade da carne é influenciada por diversos fatores, sendo a sua mensuracao
realizada somente ap6s o abate do animal (TIZIOTO et al., 2013). A maciez é um dos principais
fenotipos de qualidade de carne, pois afeta diretamente a aceitacdo por parte do consumidor
(HUFFMAN et al., 1996; MILLER et al., 2001). Logo apés o abate, 0 musculo do bovino se
contrai e enrijece, num processo chamado de rigor mortis. Durante o tempo de envelhecimento
da carne, ap6s o abate do animal, ocorre o0 processo de amaciamento, atingindo as maiores taxas
durante a primeira semana (MARINO et al., 2013). O processo de envelhecimento da carne
oferece as condicdes necessarias para garantir a qualidade da conversdo do musculo em carne,
dependendo de fatores tais como raca, temperatura, pH, tempo de envelhecimento, tipos de
fibras, tamanho do sarcomero e protedlise (BHAT et al., 2018; MARINO et al., 2013). A
protedlise € um dos principais fatores que conduzem ao aumento da maciez do masculo. As
proteinas desmina e troponina T, por exemplo, possuem funcdes estruturais no muasculo
esquelético, e a degradacdo das mesmas é essencial para o processo de amaciamento da carne
(PENNY; DRANSFIELD, 1979; TAYLOR et al., 1995). Diferentes isoformas da enzima
proteolitica calpaina degradam proteinas miofibrilicas em resposta a diferentes niveis de calcio
(BHAT etal., 2018). Um dos métodos mais utilizados para mensurar a maciez da carne é através
da forca de cisalhamento, comumente calculada a partir de um texturizador acoplado a uma
lamina de Warner-Bratzler, sendo esse método quantitativo mais acurado que a analise sensorial
(DESTEFANIS et al., 2008). Quanto maior a for¢a de cisalhamento, menos macia é a carne.

O consumidor apresenta preferéncias quanto a aparéncia da carne, com critérios que se
baseiam na cor da gordura e do mdsculo (JEREMIAH; CARPENTER; SMITH, 1972). As
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diferentes cores de gordura e concentra¢@es de carotenoides ocorrem em resposta a composi¢ao
de &cidos graxos resultante das dietas dos animais (DUNNE et al., 2009). A composicdo dos
acidos graxos do tecido adiposo é relacionada a firmeza da gordura, pois esses acidos graxos
possuem pontos de fusdo especificos (WOOD et al., 2008). Alem disso, o contetdo de gordura
intramuscular forma o marmoreio, que consiste na aparéncia marmorizada da gordura que
entremeia a carne, e € relacionado a suculéncia da carne, e também afeta a aceitabilidade do
produto no mercado (CHENG et al., 2015b; DUNNE et al., 2009; WOOD et al., 2004).

2.3 Gendmica aplicada ao melhoramento

Entre as décadas de 70 e 80 foram desenvolvidas técnicas de melhoramento animal nas
quais polimorfismos marcadores eram identificados a partir do DNA dos animais
(LOURENCO et al., 2017). A abordagem de selecéo assistida por marcadores considera que 0
melhoramento animal pode ser resultante da selecdo de pais que possuem o0s marcadores
desejados, o0 que ¢ eficaz para caracteristicas afetadas por poucos genes (LOURENCO et al.,
2017). Entretanto, quando o programa de melhoramento tem como objetivo caracteristicas
complexas, mdaltiplos genes podem estar associados a tais fendtipos. Assim, a solugdo
encontrada para aprimorar a acuracia do programa de selecdo foi a estimacdo dos valores
genéticos gendmicos (GEBV, do inglés genomic estimated breeding values) a partir do fenétipo
e pedigree de animais amostrados de uma populacdo, junto a informacdes de SNPs dos seus
genotipos, que apresentam maior densidade de marcadores e aos quais é atribuida a maior parte
da variacdo do genoma (LOURENCO et al., 2017; SCHEFERS; WEIGEL, 2012; WIGGANS
etal., 2017).

Abordagens GWAS sdo capazes de identificar novos genes e polimorfismos
potencialmente associados as caracteristicas (SCHEFERS; WEIGEL, 2012). Entretanto, com 0
aumento da densidade de SNPs a serem testados, tende a ser grande o numero de falsos
positivos, devido aos multiplos testes realizados e aos numerosos SNPs resultantes dessas
analises (SCHEFERS; WEIGEL, 2012). Esse fator aumenta a probabilidade de erros de tipo I,
(falsos positivos) sendo muitas vezes decorrente de associagOes indiretas devido a desequilibrio
de ligacdo (DL) (NYHOLT, 2004; SCHEFERS; WEIGEL, 2012), que permite que SNPs
proximamente localizados no cromossomo sejam herdados em blocos ao invés de
individualmente (INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM., 2005). Assim, um unico
SNP pode ndo apresentar grande efeito sobre uma caracteristica, mas pode estar em um

haplotipo com forte DL e associado ao fenotipo em estudo. Nesse ponto, é importante
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considerar que, além da distancia fisica entre SNPs, a deriva também pode contribuir para o DL
(TEMPLETON, 2011).

O poder estatistico de testes de associacdo € diretamente relacionado aos tamanhos
amostrais e as frequéncias alélicas (JOHNSON et al., 2010). Assim, os resultados das
associacOes geralmente devem passar por correcBes de multiplos testes, o que diminui
consideravelmente o nimero de SNPs resultantes da associacdo. Os métodos mais utilizados
sdo 0s que corrigem o valor p, como a correcdo de False Discovery Rate (FDR; taxa de falsas
descobertas ou falsos positivos) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) e Bonferroni
(ROSENTHAL; RUBIN, 1984). Apesar de diminuir o nimero de falsos positivos, esse tipo de
correcdo pode aumentar a taxa de erros do tipo Il, que é quando se aceita uma hipotese nula
falsa. A conservativa correcdo de Bonferroni, por considerar que todas as comparagdes sdo
independentes e assim ignorando a existéncia de blocos de DL, pode remover os SNPs
verdadeiramente associados ao fen6tipo dos resultados significativos (JOHNSON et al., 2010).
Testes de permutacdo também sdo utilizados para controlar a inflagdo da taxa de falsos
positivos, por meio do calculo da probabilidade de associacdes ocorrerem devido ao acaso no
conjunto de dados (CHURCHILL; DOERGE, 1994). Quando o objetivo do estudo é testar
variantes individualmente, e se deseja evitar ao maximo a perda de dados verdadeiramente
positivos, é recomendado utilizar valores de significAncia FDR menos restritivos (LEE; LEE,
2018).

Pode-se utilizar estratégias para diminuir o numero de testes, aumentando o poder
estatistico. Existem diversas abordagens, como TagSNP, que se baseiam em testar apenas 0s
principais SNPs dentro de blocos de DL (JOHNSON et al., 2010; PATNALA; CLEMENTS;
BATRA, 2013; WANG et al., 2017) e a utilizacdo de janelas genémicas, nas quais apenas sdo
associados SNPs em determinada regido do genoma, como em regibes promotoras
(KONHEIM; WOLFORD, 2003), regides potencialmente reguladoras (WANG et al., 2018) ou
aquelas que compreendem potenciais cis-reguladores (CESAR et al., 2018; WATANABE et
al., 2017). Estudos ainda mostraram estratégias que priorizam genes e SNPs apds a GWAS de
acordo com critérios especificos (como o efeito da variante, localizacdo genémica e anotacéo
funcional), que podem agregar aos beneficios oferecidos pelos métodos de associagdo em prol
da descoberta de novos elementos associados a fenotipos complexos (PATNALA,;
CLEMENTS; BATRA, 2013; XIANG et al., 2019).

Muitos estudos recentes demonstram loci de tracos quantitativos (QTL, do inglés
quantitative trait loci) associados a caracteristicas de interesse agropecuario. Em Nelore, por

exemplo, foram identificados QTLs associados a fenotipos de qualidade de carne (TIZIOTO et
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al., 2013), ao conteudo de minerais presente em musculo (T1ZIOTO et al., 2015a), ao contetido
e deposicdo de marmoreio (CESAR et al., 2014), e QTLs associados a fenotipos de eficiéncia
alimentar (DE OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, estudos transcriptbmicos também
identificaram genes diferencialmente expressos (GDES) entre grupos de animais divergentes
para conteldo de &cidos graxos (CESAR et al., 2016), marmoreio (CESAR et al., 2015),
fendtipos de carcaga (SILVA-VIGNATO et al., 2017), de eficiéncia alimentar (TIZIOTO et al.,
2015b) e concentracdo mineral (AFONSO et al., 2019).

Um QTL pode se apresentar como um potencial eQTL (NICOLAE et al., 2010), capaz de
afetar a expressédo génica, sendo um aliado aos resultados de GWAS na busca de SNPs
reguladores e genes com fungdes bioldgicas essenciais para a caracteristica em estudo,
fornecendo informacdes sobre os processos bioldgicos envolvidos com os fenotipos complexos
(NICOLAE et al., 2010). Em masculo de Nelore foram identificados eQTLs com ac¢bes em cis
e trans sobre a expressao génica, afetando genes envolvidos com fenétipos de marmoreio
(CESAR et al., 2018). S&o considerados cis-eQTLs 0s SNPs que regulam a expressdo de genes
localizados préximos dessa variante, com menos de 1Mb de distancia entre si (CESAR et al.,
2018; YAO et al., 2017). Foi também sugerido que a classificacdo de um cis-eQTL estaria
relacionada a capacidade do SNP em afetar alelos presentes na mesma fita de DNA (MASON
etal., 2018). Entdo, devido a esse padrdo de regulacdo alelo-especifico, cis-eQTLs podem estar
associados a genes com ASE (KHANSEFID et al., 2018; MASON et al., 2018).

2.4 Expressao alelo-especifica

A ASE é um padrdo que resulta na expressdo desbalanceada entre as duas copias de um
gene em cada par cromossdmico (alelos) (YAN et al., 2002). Estudos recentes tém explorado
0s mecanismos reguladores associados a ASE e ao imprinting genémico (BATTLE et al., 2014;
GUILLOCHEAU et al., 2019; JIANG et al, 2018, TRIANTAPHYLLOPOULOS;
IKONOMOPOULOS; BANNISTER, 2016). O imprinting gendémico ocorre quando a ASE é
guiada por efeito parental, em decorréncia de modifica¢des cis-reguladoras e epigenéticas,
podendo levar a expressdo monoalélica de genes essenciais para o desenvolvimento e
crescimento de mamiferos (FERGUSON-SMITH, 2001). A ASE pode ser classificada em
diferentes subtipos. Se a ASE ¢ resultante de efeitos genéticos, ela pode ser causada por
rearranjos de DNA, eQTLs e SNPs. Se é herdavel (e se mantem nos alelos provenientes de cada
parental), a ASE é afetada pelo imprinting genémico. Se é clonal, indica se o evento pode ser

herdado mitoticamente da célula mée para célula filha, causada por inativagdes no cromossomo
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X e expressdo monoalélica autossomal. Além disso a ASE pode ter diferentes tempos de
estabilidade, afetando proteinas quando € estavel por dias e afetando o RNA quando estavel por
horas (KRAVITZ; GREGG, 2019). Um esquema para essa identificacdo esta presente na Figura
1.

Figura 1 — Subtipos de expressédo alelo-especifica (ASE).
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De acordo com o esquema para a classificacdo da ASE, quando a ASE é resultado de mecanismos
genéticos, pode ser influenciada por eQTLs e SNPs. Quando é causada por mecanismos nao-genéticos
e o efeito é herdavel do parental para a prole, pode ser decorrente de efeito de Imprinting, e quando o
padrdo da ASE se da pela clonagem mitética da célula-mae para a célula filha, pode ser decorrente de
inativagdo do cromossomo X. A estabilidade da ASE ndo-genética pode afetar proteinas, se estavel por
dias, ou afetar o RNA, se estavel por poucas horas.

Adaptado de: KRAVITZ; GREGG. (2019)

Em bovinos, foi demonstrado que a ASE é tecido-especifica (CHAMBERLAIN et al.,
2015), e o padrdo de ASE para SNPs presentes em chips comerciais foi recentemente descrito
em musculo de bovinos Limousin (GUILLOCHEAU et al., 2019) e Nelore (DE SOUZA et al.,
em revisdo)!, indicando que a ASE esta amplamente distribuida em SNPs do musculo bovino
(SNPs ASE) e pode afetar genes com funcdes bioldgicas relacionadas ao desenvolvimento
muscular e fendtipos de qualidade da carne. Genes ASE (genes com ASE ou aqui chamados 0s
genes que contém os SNPs ASE) podem afetar caracteristicas de interesse na agropecuéria,
como a doenca de Marek em galinhas (MEYDAN; YILDIZ, 2018), metabolismo de lipideos e
adipogénese em suinos (STACHOWIAK; FLISIKOWSKI, 2019; STACHOWIAK;
SZCZERBAL; FLISIKOWSKI, 2018). Assim e demonstrado o potencial de se estudar a ASE

no contexto da genética animal.

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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Abordagens gendmicas de ASE comparam 0s niveis de expressdo génica entre os dois
alelos de individuos heterozigotos (DELBARE; CLARK, 2018), podendo colaborar com o
estudo de variantes reguladoras com acéo em cis (DELBARE; CLARK, 2018; PASTINEN,
2010) e eQTLs (ZOU et al., 2018), que possuem mecanismos de regulacdo envolvidos com esse
padrdo. Esses fatores podem aprimorar programas de melhoramento animal por aumentar a

acurécia de modelos preditivos (CHENG et al., 2015a).

2.5 Mecanismos de regulacéo génica

O processo de transcricdo do mRNA ¢ altamente regulado. Em resumo, a ativacdo dos
promotores dos genes por meio da ligacdo de fatores de transcri¢do (FTs) em seus sitios forma
0 complexo de pré-iniciacdo, que recruta também a RNA polimerase Il (LUSE, 2013;
NOGALES; LOUDER; HE, 2017; YAO, 2017). Essa enzima é responsavel pela sintese da nova
cadeia de RNA pela adi¢éo de nucleotideos na extremidade 3’ do RNA nascente (KWAK; LIS,
2013), sendo interrompida a transcricdo ap0s 0 reconhecimento de uma sequéncia de
terminacédo, onde logo em seguida sdo liberados o0 RNA sintetizado, a RNA polimerase 1l e 0
DNA molde (ARIMBASSERI; RIJAL; MARAIA, 2013).

Insulators sdo elementos reguladores que delimitam na cromatina as regides onde pode
existir a influéncia de outros mecanismos reguladores (BUSHEY; DORMAN; CORCES,
2009), podendo bloquear os enhancers, responsaveis pelo recrutamento de FTs e regulacdo
distal, ndo permitindo a comunicag@o deles com os promotores de transcricdo (GASZNER,;
FELSENFELD, 2006; SPITZ, 2016). Esses fatos sugerem que os insulators e enhancers estao
ativamente envolvidos na organizagdo nuclear e regulacdo de expressdao génica (ONG;
CORCES, 2011). Assim, o processo de ativacdo destes elementos deve ser controlado, o que
acontece com a compactacao e descompactacao da fibra da cromatina, que limita o acesso aos
enhancers e outros elementos reguladores, para garantir que a transcricao, replicacdo, reparo e
recombinacdo de DNA ocorram corretamente (CLAPIER; CAIRNS, 2009). Elementos cis-
reguladores também podem controlar o splicing alternativo do pré-mRNA (LOPEZ, 1998), o
que permite a transcricdo de diferentes isoformas, promovendo a diversificagdo do
transcriptoma e proteoma do organismo (LEE; RIO, 2015).

Além dos mecanismos genéticos, existem mecanismos epigenéticos, que sdo aqueles que
refletem a heranca e regulacdo de padrbes de expressdo génica que nao sao relacionados a
sequéncia do DNA, mas sim a conformacao da cromatina (ALLIS; JENUWEIN, 2016). A

cromatina é caracterizada por DNA complexado a histonas organizado em nucleossomos, de
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forma que cada nucleossomo seja formado por quatro pares de histonas (um octdmero) que
englobam 147 bp de DNA (ALLIS; JENUWEIN, 2016). Quando a cromatina esta condensada,
é identificada como heterocromatina, uma conformacéo que dificulta a ativacao da transcricéo.
Por outro lado, a eucromatina é caracterizada por uma conformacdo menos densa, que facilita
0 acesso a iniciadores de transcrigéo.

Dentre os principais mecanismos epigenéticos estdo a metilagio de DNA, onde a
metilacdo de citosinas pode levar a repressdo da expressdo (TIAN, 2014), modificacbes
histbnicas, como a acetilacdo, associadas a ativacdo da expressdo génica (VERDIN; OTT,
2015), remodelamento nucleossémico que, através da alteracdo da interacdo entre 0o DNA e a
histona, promove a acessibilidade do DNA a FTs (BECKER; WORKMAN, 2013) e RNAs nédo
codificantes, que podem guiar complexos modificadores de cromatina para locais genémicos
especificos (KHALIL et al., 2009; MERCER; MATTICK, 2013). Além da regulacdo que atua
sobre a regido promotora dos genes, 0 mMRNA também sofre a influéncia de mecanismos pds-
transcricionais. Um mecanismo pés-transcricional com variados modos de ac¢éo é mediado por
miRNAs, que reprimem a traducdo e degradam o mRNA (CAI et al., 2009; JONAS;
IZAURRALDE, 2015). Nas proximas subsecfes serdo abordados alguns dos mecanismos

amplamente relacionados com a regulagdo da ASE.

Fatores de Transcricao

A regulacgdo génica depende da acdo conjunta de varios mecanismos, sendo os FTs um
dos principais reguladores do inicio da transcricdo (SPITZ; FURLONG, 2012). Os FTs
geralmente reconhecem pequenas seqiiéncias de DNA degeneradas, de 6 a 12 pb de
comprimento, o que indica a influéncia de outros fatores sobre a afinidade de um FT pelo seu
sitio (SPITZ; FURLONG, 2012). A ligacdo de um FT aos elementos regulatérios, enhancers e
promotores, depende de fatores como a sinalizagdo extracelular, a presenca de diferentes sitios
de ligacdo para maltiplos FTs e o posicionamento do nucleossomo, pois histonas e FTs podem
competir pelo acesso ao DNA (SPITZ; FURLONG, 2012; YAO, 2017).

A RNA Polimerase Il se liga aos fatores de transcricdo TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e
TFIIH e ao DNA do promotor do gene cuja transcrigdo serd iniciada, formando o complexo de
pré-iniciacdo (LUSE, 2013), momento em que os FTs se apresentam na sua forma funcional
(REESE, 2003; SAINSBURY; BERNECKY; CRAMER, 2015). Na presenca de nucleosideos

trifosfatos, é formada uma “bolha de transcrigdo” e o complexo promotor aberto, onde a fita
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molde de DNA passa proximo ao sitio ativo da RNA Polimerase Il, e a fita de RNA
complementar € sintetizada a partir do DNA (SAINSBURY; BERNECKY; CRAMER, 2015).

A presenca de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (SLFTS) pode promover ou
suprimir a transcricdo no respectivo alelo (SERRE et al., 2008). Assim, se a regido reguladora
de apenas uma das cdpias do gene possui afinidade com o FT, essa determinada regido apresenta
acao em cis sobre a expressao do alelo, o que, em um locus heterozigoto poderia ser observado
pelo padrdo de ASE (KNOWLES et al., 2017).

Similarmente ao impacto da presenca de SLFTs em diferentes alelos, a ASE pode ser

regulada pela metilagdo alelo-especifica do DNA.
Metilacdo de DNA

A metilacdo reflete na ligacdo de um grupo metil na regido 5° do DNA, processo esse
mediado por proteinas metiltransferases, embora aconteca a metilacdo em outras regides
gendmicas, com sentido biolégico ainda desconhecido (EDWARDS et al., 2017). Em
mamiferos, normalmente esse processo ocorre em ilhas CpG (EDWARDS et al., 2017), que se
caracterizam por regides do DNA com agrupamentos de dinucleotideos de citosina seguidos
por guanina.

A metilacdo de DNA é uma modificacdo epigenética capaz de suprimir a transcricao
guando as ilhas CpG estdo densamente metiladas e permitir a transcricdo quando houverem
poucos eventos de metilacdo isolados naquela regido (TIAN, 2014). As ilhas CpG estdo
presentes mais comumente nos promotores, sendo a densidade de CpG proporcional aos niveis
de metilag&o, pois regides com pouco conteudo CpG séo parcialmente metiladas, muitas vezes
com niveis minimos incapazes de regular a expressdo génica. llhas CpG préximas aos TSSs
sdo normalmente mais curtas e possuem menor probabilidade de serem metiladas do que ilhas
distantes dos TSSs (EDWARDS et al., 2010).

O acesso das metiltransferases ao DNA pode ser limitado pela conformagéo da cromatina,
que é determinada pela disposicéo dos nucleossomos (NILLER; DEMCSAK; MINAROVITS,
2018). Proteinas de ligacdo ao grupo metil interagem com a metiltransferase DNMT1, podendo
se complexar com histonas desacetilases e silenciar o promotor (NILLER; DEMCSAK;
MINAROVITS, 2018). As histonas desacetilases, junto a DNMTL1, removem o0s grupos acetil
dos residuos de lisina e arginina das histonas, fator responsavel pela condensacéo da cromatina,
que resulta em uma conformacao transcricionalmente inativa (QIN; LEONHARDT; PICHLER,
2011).
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Entretanto, apesar de ser amplamente verificada a associacdo da metilagdo de DNA com
a repressdo da expressdo génica, ainda existem controvérsias quanto a sua relacdo causa e
consequéncia. Por exemplo, quando uma célula passa por uma infeccdo, ocorre intensa
demetilacdo em sitios CpG que se sobrepdem a enhancers, porém posteriormente a ativacdo
transcricional decorrente da resposta imune (PACIS et al., 2019). Nesse caso, a diminui¢do
brusca dos niveis de metilagdo € mediada pela ligagdo de FTs, ocorrendo ndo como uma
causadora do processo de ativagdo da expressdo génica, mas como uma consequéncia
downstream a ligacdo de FTs na regido reguladora (PACIS et al., 2019). Foi demonstrado que
as ilhas CpG da regido promotora sdo normalmente protegidas da metilacéo, sendo a ligacéo de
FTs um dos mecanismos responsaveis por esse padrao (EDWARDS et al., 2010; JELTSCH,;
BROCHE; BASHTRYKOQOV, 2018; LONG et al., 2016). A metilacdo de enhancers e SLFTs em
promotores com pouco contetdo CpG pode afetar de formas diferentes a expressdo génica,
dependentemente do efeito do FT (ativador ou repressor da transcri¢do) (JELTSCH; BROCHE;
BASHTRYKOV, 2018).

A metilacdo diferencial em regides reguladoras dos dois alelos provenientes de cada
parental pode causar a ASE (TIAN, 2014). A metilacdo de DNA em ilhas CpG é uma marca
epigenética de imprinting gendbmico (PFEIFER, 2000). Normalmente, regifes sob o controle de
imprinting regulam a expressao de agrupamentos de genes com esse padrédo de expressao e séo
protegidos da demetilagdo (NILLER; DEMCSAK; MINAROVITS, 2018). Esse padrdo é
preservado conforme as geracdes, pois as marcas de metilacdo do DNA depositadas durante a
gametogénese nos loci imprinted sdo mantidas mesmo apos a fertilizacdo nos locais com
imprinting, permanecendo apesar da intensa demetilagdo do DNA que ocorre no embrido pré-
implantado (BARTOLOMEI; FERGUSON-SMITH, 2011).

MicroRNAs

Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes capazes de inibir a traducdo por se
ligarem a sequéncia alvo do mRNA (JONAS; IZAURRALDE, 2015). Os primeiros trabalhos
que identificaram a funcdo dos miRNAs foram a partir de analises dos pequenos RNAs let-7 e
lin-4 de C. elegans (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), os quais se mostraram com
capacidade de se ligar a sitios especificos da regido 3° do mRNA alvo, agindo como um
repressor pés-transcricional (LEE et al., 2002).

Genes que codificam para miRNAs estdo proximamente localizados no genoma,
formando agrupamentos de genes com 0 mesmo padrdo de expressdo, o que indica que a

transcricdo de miRNAs pode ser controlada por um Unico promotor (LEE et al., 2002). Lee e
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colaboradores (2002) realizaram um dos primeiros trabalhos sobre a biogénese dos miRNAs,
separando o processo em duas etapas, sendo que na primeira ocorre 0 processamento do
transcrito em pré-miRNA, e na segunda etapa esse precursor é processado e torna-se 0 miRNA
maduro. A transcricdo do miRNA localizado dentro de um gene € realizada pela RNA
Polimerase |1, simultaneamente a transcricdo desse gene hospedeiro. Quando o miRNA esta
localizado em regides intergénicas ele é transcrito independentemente e possui um promotor
préprio. Na primeira etapa do processamento, 0s transcritos primarios ou pri-miRNAs tém uma
estrutura de gancho reconhecida por um complexo microprocessador que possui a funcédo de
gerar um novo pré-miRNA de 60 nucleotideos, cuja conformacgdo permite que o0 miRNA
interaja com proteinas que medeiam o transporte do miRNA ao citoplasma. Na segunda etapa
do processamento, o complexo formado pela proteina transportadora e 0 RNA é reconhecido
pela RNase Ill Dicer, que corta o pré-miRNA em uma forma madura de miRNA (DYKES;
EMANUELLI, 2017; GULYAEVA; KUSHLINSKIY, 2016).

O miRNA maduro regula a expressdo génica por varios mecanismos. Fatores epigenéticos
podem ser afetados por miRNAs, como por exemplo DNA metiltransferases e histonas
desacetilases, podendo modificar a conformacdo da cromatina (BIANCHI et al., 2017). A
presenca de hipermetilacdo pode diminuir a expressdo de miRNAs (WANG et al., 2015), sendo
também descrita uma relacdo reguladora entre miRNAs e RNAs longos nao codificadores
(DYKES; EMANUELLI, 2017).0 modo de a¢éo mais classico envolvendo miRNAs € a ligacéo
entre as sequéncias “seed” do miRNA ao mRNA transcrito a partir de genes-alvo, seguido pela
degradacdo desse mMRNA (CAl et al., 2009; GULYAEVA; KUSHLINSKIY, 2016; JONAS;
IZAURRIALDE, 2015), mas também existem miRNAs que podem realizar a deadenilacdo dos
MRNAs afetados, bem como ativar seus alvos, ao inves de reprimi-los (CHEKULAEVA,
FILIPOWICZ, 2009). O principal modo de repressdo dos miRNAs sobre 0 mRNA alvo em
mamiferos ndo exige o emparelhamento perfeito e ndo necessariamente degrada o mMRNA, pois
essa repressdo depende da interacdo com outras proteinas. O miRNA pode se associar a
proteina Ago, que recruta uma proteina adaptadora que interage com proteinas da cauda Poli A
e recruta complexos deadenilases. A deadenilacédo encurta a cauda Poli A, desestabilizando o
MRNA e afetando a traducdo (BARTEL, 2018).

Um miRNA individual pode regular mais de um mRNA, e varios miRNAs podem regular
0 mesmo mMRNA (CAI et al., 2009). A interacdo entre mMRNA e miRNAs geralmente se faz
através da ligacao da regido seed 5’ do miRNA com a 3° do mRNA, podendo também ocorrer
interacdes entre a 3’ do miRNA com a 5° do respectivo alvo (CAl et al., 2009). Em menor

frequéncia, miRNAs podem regular regides intrénicas do mMRNA (MENG et al., 2013). Estudos
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relacionaram miRNAs e o modelo bovino de diferentes formas. Existem evidéncias de que
miRNAs presentes em leite bovino e ovos de galinha podem interferir na regulagdo génica de
humanos, podendo ser promissora a aplicabilidade de uma dieta com base em mMiRNAs
relacionados a genes funcionalmente interessantes (ZEMPLENI et al., 2015). Os auroques,
animais primitivos que deram origem aos bovinos, provavelmente passaram por processos
mutacionais em miRNAS e seus respectivos sitios de ligacdo, o que pode ter sido um dos fatores
responsaveis pelas diferentes caracteristicas que distinguem as ragas taurinas atualmente
(BRAUD et al., 2017). Foram descritos miRNAs que podem regular o desenvolvimento do
tecido adiposo bovino (JIN et al., 2010), sendo que em Nelore, anélises de expressdo de
miRNAs em musculo e figado sugerem que os miRNAs podem afetar o consumo alimentar
residual (CAR) (DE OLIVEIRA et al., 2018), um fendtipo associado a eficiéncia alimentar, e
marmoreio (OLIVEIRA et al., 2018), demonstrando sua potencial aplicabilidade no
melhoramento da raca.

As andlises alelo-especificas de sitios de ligacdo de miRNA fornecem mais informacdes
para a compreensdo de variantes com acdo em cis sobre a expressdo génica, facilitando a busca
por genes alvos de caracteristicas complexas (JACINTA-FERNANDES et al., 2019). A ASE
pode ser causada pela presenca diferencial de sitios de ligacdo para miRNA entre os dois alelos
(TAN et al., 2007; TCHATCHOU et al., 2009), e pode regular a expressao de genes com
funces interessantes para a producdo e qualidade animal.

2.6 aseQTLs

Como demonstrado pela agéo alelo-especifica dos mecanismos de regulacao, alteracdes
na expressdo de dois alelos podem ocorrer em resposta a variagdes cis-reguladoras entre as
sequéncias. Os SNPs que afetam essas regides reguladoras podem ser identificados a partir de
uma associagdo entre heterozigotos no contexto da ASE e diferentes genotipos de SNPs
candidatos a reguladores (BATTLE et al., 2014, MOHAMMADI et al., 2017; ZOU et al.,
2018).

Para descobrir mecanismos reguladores que causam a ASE, € possivel executar uma
analise de triagem inicial para identificar polimorfismos associados a expressao desigual de
alelos: os aseQTLs (BATTLE et al., 2014; ZHANG; CAL; BOREVITZ, 2011). A partir dessa
varredura inicial, aseQTLs relacionados a fenotipos interessantes podem ser priorizados para
andlises adicionais, a fim de entender a regulagdo da expressdo de genes associados a essas
caracteristicas econdmicas e como eles podem ser expressos na prole (COCHRAN et al., 2013;
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HIGGINS et al., 2018; MANCINI et al., 2013; SANTIAGO et al., 2018; SEABURY et al.,
2017b; TIZIOTO et al., 2013).

Aqui, investigamos aseQTLs associados a SNPs ASE descritos anteriormente em uma
populacdo experimental de animais Nelore (DE SOUZA et al., em revisdo?®). Depois disso,
analisamos seu envolvimento com mecanismos reguladores, como a metilagdo do DNA, e se
eles foram inseridos nos sitios de ligacdo a FTs ou a miRNAs. Este estudo adiciona uma nova
camada de informacdes gendmicas em Nelore, descrevendo possiveis mecanismos envolvidos

na expressao alélica de regides associadas a fenotipos econdmicos relevantes.

IDE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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3. Justificativa

A ocorréncia de expressdo alelo-especifica em musculo de Nelore foi demonstrada,
porém ainda s@o necessarios estudos que investiguem a participacdo de variantes genéticos e
mecanismos reguladores desse padrdo. A identificacdo de tais variantes deve contribuir para o
conhecimento de regides e mecanismos reguladores do genoma de Bos indicus e para a

associacdo dessas variantes com fendtipos de interesse agropecuario.
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4. Hipotese

Variagdes de sequéncia de DNA estdo associadas a padrdes de expressao alelo-especifica

em musculo de Nelore.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo geral
e Predizer os mecanismos pelos quais SNPs possam regular a ASE de SNPs

relacionados a fendtipos de interesse agropecuario em bovinos Nelore.

5.2 Objetivos especificos
o Identificar SNPs candidatos a ter efeito regulador sobre a ASE, por abordagem de
aseQTL;
e Identificar possiveis mecanismos reguladores pelos quais os aseQTLs possam afetar a
ASE, como metilacdo de DNA, SLFTs e miRNAs;
e Integrar dados obtidos na mesma populacédo para relacionar essas variantes a fenotipos

de interesse agropecuario.
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6. Material e métodos

6.1 Meétodos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa

Nesta subsecdo estdo os métodos utilizados anteriormente pelo grupo de pesquisa, de
onde foram obtidos os dados para a execucédo deste trabalho.

6.1.1 Criacéo dos animais e coleta das amostras

A producéo dos novilhos Nelore foi realizada mediante aprovagdo do comité de uso e
bem-estar animal da EMBRAPA, e em compartilhamento com outros trabalhos envolvidos no
projeto em rede “Bife de Qualidade”, a partir do qual muitos estudos complementares foram
realizados.

Para a selecdo dos animais que produziram a nossa populagéo, foi utilizado o sémen de
34 touros pouco aparentados representantes das principais linhagens da raca Nelore,
monetariamente acessiveis a quaisquer produtores do Brasil, mediante consulta a catalogos.
Foram realizadas as inseminagdes e os novilhos nascidos cresceram até os 18 meses em trés
fazendas, sendo depois confinados recebendo a mesma nutricdo e manejo em trés estacoes de
monta de 90 a 130 dias na Embrapa Pecuaria Sudeste (Sdo Carlos, Séo Paulo, Brazil). O abate
foi realizado com os animais por volta dos 25 meses de idade, pesando em média 383,2 Kg.

Nesse momento foram coletadas as amostras de sangue e do musculo L. thoracis.

6.1.2 Extracdo de DNA e genotipagem

O DNA dos touros foi extraido do sémen congelado, pelo método fenol-cloroférmio
padrdo (SAMBROOK J., FRITSCH E. F., 1989) e 0 DNA dos novilhos foi extraido de amostras
de sangue utilizando-se 0 método salting out, na mesma metodologia descrita por Tizioto e
colaboradores (2012). A concentracdo de DNA foi medida no espectrofotémetro NanoDrop®,
e a qualidade analisada por meio da relagéo da absorbancia optica 260/280, seguido de inspe¢ao
da integridade por meio de eletroforese em gel de agarose.

A genotipagem dos touros e novilhos foi realizada em Illumina BovineHD BeadChip
(lllumina Inc, San Diego, CA, EUA) no laboratério de genémica funcional bovina do USDA
ARS em Beltsville, MD, EUA e no Centro de Genémica da ESALQ, em Piracicaba, SP, Brasil
(MUDADU et al., 2016). O controle de qualidade foi realizado com o programa PLINK
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(CHANG et al., 2015) a partir dos SNPs autossomicos com as coordenadas gendmicas
correspondendo ao genoma de referéncia bovino mais recente (versdo: ARS-UCD1.2). Foram
descartados SNPs com MAF (frequéncia alélica minima) menor que 5%, valores de Hardy-
Weinberg menores que 0,0001 e também amostras e SNPs com um call rate menor que 95%.
Os filtros de qualidade resultaram em 429.513 SNPs de 224 animais (34 touros e 190 novilhos),
cujos gendtipos foram faseados utilizando o software BEAGLE (BROWNING; BROWNING,

2008), sendo organizados em arquivo no formato VCF.

6.1.3 Extragdo de RNA e sequenciamento

Para a extracdo de RNA, cerca de 100 mg do mdsculo L. thoracis de 190 animais foi
coletado imediatamente ap6s o abate. Esses tecidos foram conservados em nitrogénio liquido
(Ambion, Austin, TX, United States) e congelados a -80°C até a extracdo. A extracdo de RNA
foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), de acordo
com as instruc@es do fabricante. O equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) foi utilizado na verificacdo da qualidade do RNA e o TruSeq RNA Sample Preparation
kit (Illumina, San Diego, CA) foi usado na preparacdo das bibliotecas de RNA a partir de 2ug
de RNA. O tamanho médio das bibliotecas também foi determinado pelo Bioanalyzer 2100 e
foram realizadas qPCRs com o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems, Foster
City, CA, USA) para quantificar essas bibliotecas. O agrupamento e o sequenciamento foram
realizados em plataforma Illlumina HiSeq 2500® (Illumina, San Diego, CA, USA), e o
programa SeqyClean (https://github.com/ibest/seqyclean) foi utilizado para remover os
adaptadores de sequenciamento e leituras de baixa complexidade. Pelo software FASTQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) foi realizado o controle de
qualidade. O sequenciamento foi realizado no Centro de Gendmica da ESALQ (Piracicaba, SP,
Brasil). A metodologia do sequenciamento foi descrita mais detalhadamente em trabalho
anterior (CESAR et al., 2018), mas foi publicada com a versao anterior do genoma (UMD _3.1).

Neste trabalho o genoma de referéncia utilizado foi o ARS-UCD1.2.
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6.1.4 Dados de ASE

SNPs heterozigotos foram identificados pela genotipagem em Illumina BovineHD
BeadChip, e o algoritmo ALEA (YOUNESY et al., 2014) foi usado para criar dois genomas
haploides para cada animal a partir dos genotipos faseados com o genoma de referéncia bovino
(versdo: ARS-UCD1.2). Depois disso, 0s dois genomas foram concatenados em um genoma
diploide para cada animal e foi feito o alinhamento das leituras de RNA-seq a cada alelo. Foi
aplicado o teste binomial para determinar se as contagens das leituras dos alelos foram
estatisticamente divergentes para cada SNP de cada animal. Este trabalho obteve 820 SNPs
ASE (DE SOUZA et al. em revisdo?).

Para o inicio deste projeto foram cedidos pela Dra. Marcela Maria de Souza 0s arquivos
contendo essas informacdes, desde os dados de ASE aos de genotipagem de todos os animais.
A Tabela 1 demonstra quais sdo esses arquivos, e apresenta um breve resumo sobre quais

informagdes cada arquivo fornece.

Tabela 1 - Arquivos com os dados de entrada para utilizagdo no projeto.

Arquivo Informag0es Utilizacao
Apresenta todas as informacOes referentes a ASE. Selecdo de animais que
Contém: SNP, posicdo, ID da amostra, counts por possuem 0s SNPs ASE;

Resultados.txt

hapl6tipo, p-valor ap6s correcdo FDR, significancia e
classificagdo da ASE, numero de testes por SNP,
razdo ASE significativa/SNP, razdo de amostras
significativas/SNP, genotipo no SNP e genoétipos
parentais.

Selecdo do minimo de 10
heterozigotos significativos no
SNP ASE; Caélculo dos
desequilibrios alélicos para a
associagdo com aseQTL.

Chip.vcf

Arquivo VCF com o0s geno6tipos de todos os animais,
em fase. Nesse arquivo existem as seguintes
informacdes: identificacdo da amostra, do SNP,
cromossomos, posices, alelos (referéncia ou
alternativos), genotipos em formato DS e GT, e
outros.

Arquivo utilizado para a
selecdo dos SNPs candidatos e
animais da andlise; Arquivo
que origina demais VCFs
filtrados com todos os SNPs
candidatos, dentro das janelas
especificadas.

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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6.2 Analises realizadas nesse trabalho

Nessa se¢do estdo descritas todas as atividades realizadas no presente trabalho.

6.2.1 Analise de associacao de variantes a expressao alelo-especifica (aseQTL)

A metodologia utilizada foi semelhante a descrita por Battle e colaboradores (2014)
devido a alta confiabilidade estatistica e bibliografica, pois foi citada na maior parte das
publicacdes relacionadas ao aseQTL. O estudo buscou identificar SNPs que possuissem efeito
regulador significativo na expresséo alélica, com base em sua associa¢do ao desequilibrio da
razdo alélica (DRA). Para facilitar a compreensdo das siglas utilizadas nesse estudo, 0s SNPs
em que se investiga a possibilidade de serem aseQTLs foram denominados como SNPs
candidatos. Os SNPs que apresentaram ASE em musculo de Nelore previamente (DE SOUZA
et al., em revisdo!) foram denominados como SNPs ASE, os genes que os contém foram
denominados como genes ASE.

As manipulacdes do arquivo em formato VCF, o qual contém os genotipos, foram
realizadas em terminal Linux, com os programas Vcftools 0.1.15 (DANECEK et al., 2011) e
Bedtools 2.26.0 (https://github.com/arg5x/bedtools). As informacdes sobre os SNPs ASE e
contagens dos alelos foram visualizados e filtrados em R 3.5.1, através da utilizacdo de funcGes
basicas e do pacote data.table 1.12.2 (https://github.com/Rdatatable/data.table/) para
manipulacdo de tabelas. A execucdo dos milhares de testes foi automatizada através da
elaboracdo de linhas de comando distribuidas em comandos de controles de fluxo (loops) e
condicdes logicas em ambas as plataformas.

O script foi desenvolvido para imprimir na tela “console” do RStudio todas as
informagdes de maior importancia para a execugdo dos testes, como o tamanho dos grupos
amostrais, se 0s animais possuem o SNP ASE ao qual se esta avaliando a associac¢do, 0 numero
de heterozigotos para 0 SNP ASE e SNPs candidatos, qual teste foi realizado e a significancia
do teste, de acordo com o valor p.

Todas as etapas da analise passaram por condi¢fes l6gicas que garantiam sua aceitagéo e
prosseguimento, conforme o requerido pela estatistica do teste. Dentre essas condicdes, estava

0 numero minimo de heterozigotos para cada teste, pois foram utilizados apenas os SNPs

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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candidatos e SNPs ASE em que 0 grupo possuia no minimo 10 animais heterozigotos. Outra
condicdo logica adotada determinava que os testes deveriam ser realizados com 0s grupos
homozigotos mais frequentes para cada SNP candidato. Alem dessas, foi estabelecida a
condicdo de retornar uma resposta quando houvesse algo que levasse ao blogueio do loop, como
por exemplo, quando o loop ndo gerasse os arquivos intermediarios que possibilitassem sua
continuidade.

Para identificar os aseQTLs, foram realizados testes para todos os SNPs contidos em
1Mb upstream e downstream as posi¢des de cada SNP ASE. Como mencionado anteriormente,

0 DRA ¢ a variavel dependente da associacdo, que pode ser calculado a partir da equacéo:
——0,5],

onde r e a sdo o0 numero de leituras de RNA-seq mapeadas para os alelos referéncia e
alternativos, respectivamente. Segundo essa equacao, existe ASE quando o resultado é qualquer
namero diferente de zero. Apos o calculo dessas variaveis, foi realizado o teste da Soma dos
Ranques de Wilcoxon para comparar 0 DRA no SNP ASE entre grupos de animais com
gendtipos diferentes (homozigotos e heterozigotos) para o SNP candidato a ser um aseQTL. Se
animais do grupo heterozigoto para o0 SNP candidato apresentaram o DRA maior que os do
grupo homozigoto para 0 mesmo SNP, a um nivel de significancia de 5%, esse SNP candidato
foi considerado potencial regulador da ASE e classificado como um aseQTL. Para facilitar a
compreensdo do teste, um esquema foi adaptado do artigo com a metodologia original na Figura
2.

Figura 2 — Esquema de um locus quantitativo associado a expressao alelo-especifica (aseQTL).
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O aseQTL é um SNP cis-regulador que somente afeta a ASE quando heterozigoto, quando 0s
diferentes nucleotideos contribuem diferencialmente com a expressao dos alelos. No exemplo,
a adenina do SNP regulador (verde) permite a ligacdo de um fator de transcricdo que promove
a expressao no alelo no mesmo haplétipo que ele. Esse SNP resulta em desbalanco alélico
quando heterozigoto, expressando apenas o alelo que contém o nucleotideo A e silenciando o
alelo que contém o nucleotideo C.
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A frequéncia alélica dos aseQTLs foi calculada com o programa Vcftools 0.1.15
(DANECEK et al., 2011). A anotagéo dos genes ASE foi realizada a partir dos SNPs ASE com
o software Variant Effect Predictor (VEP) (MCLAREN et al., 2016). Para comparar a posi¢do
dos aseQTLs com os sitios de inicio de transcricdo (TSSs, do inglés transcription start sites),
0s TSS para todos os genes ASE foram extraidos do banco de dados Ensembl pela ferramenta
BiomaRt (DURINCK et al., 2005).

6.2.2 Analise de desequilibrio de ligacao

As analises de DL foram realizadas de trés maneiras diferentes com aseQTLs e SNPs
ASE, usando o software Haploview 4.2 (BARRETT et al., 2005): I) Analise de DL entre
aseQTLs e seus respectivos SNPs ASE associados, para entender se um grande DL pode ser
relevante para a significAncia da associacdo. I1) Andlise de DL entre todos os aseQTLs, para
investigar possiveis resultados ambiguos e indicar elementos cis-reguladores conservados
dentro de um bloco de DL e I1l) Analise de DL entre todos os SNPs ASE para os quais foram
identificados aseQTLs, para entender se 0s mesmos aseQTLs podem afetar mais de um SNP
ASE em decorréncia do alto DL entre os SNPs ASE.

6.2.3 Predicao de mecanismos de regulacéo

Os aseQTLs foram anotados utilizando o programa VEP (MCLAREN et al., 2016).

A identificacdo de aseQTLs que mudam SLFTs foi realizada pelo uso do programa
Transcription Factor Affinity Prediction (TRAP) para multiplas sequéncias (THOMAS-
CHOLLIER et al., 2011). As andlises foram feitas com as sequéncias flanqueadoras dos
aseQTLs, que abrangem regides de 25 pb antes e depois dos SNPs. Nesta etapa foi utilizada a
matriz Transfac 12.1 e como modelo de fundo o que contém os elementos conservados em
cordados. Os FTs resultantes foram comparados com uma lista dos fatores expressos em
musculo bovino curada manualmente (DE SOUZA et al.,, 2018). Nés consideramos
significativas as interagdes com os valores p corrigidos menores que 0,05 e somente se a
presenca de um alelo do aseQTL (referéncia ou alternativo) mudasse a ligacéo de algum FT.

Os dados de aseQTL foram sobrepostos aos produzidos pelo metiloma de musculo
(dados ainda ndo publicados), que compreendeu o perfil de metilagdo de uma amostra de 12
animais da nossa populacéo por RRBS (Do ingles reduced representation bisulfite sequencing)
(MEISSNER, 2005). A taxa de metilacdo foi calculada pela porcentagem de metilacdo em um
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determinado sitio, dividindo o nimero de citosinas metiladas num sitio pela soma das citosinas
metiladas e ndo metiladas, multiplicado por 100.

Para filtrar os dados de aseQTL para a predicdo de sitios de ligacdo de miRNA,
utilizamos apenas aseQTLs que se localizam fora de regides intergénicas, e que integraram com
dados de GWAS produzidos pelo grupo de pesquisa. A predicdo de sitios de ligacdo de miRNA
nas sequencias flanqueadoras dos aseQTLs foi realizada com o software RNA hybrid 2.2.1
(KRUGER; REHMSMEIER, 2006). O programa RNA hybrid calcula a hibridizacéo
energeticamente mais favoravel entre as sequéncias do mMRNA e miRNA. Nesse trabalho nds
avaliamos a interacdo entre as sequéncias flanqueadoras dos aseQTLs e as sequéncias dos
miRNAs maduros bovinos extraidos do banco de dados MiRBase (Versdo 22.1)
(KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2014). Foram mantidos para as analises os pares de
miRNA/aseQTLs com energia minima livre (mfe) menor ou igual a -18,0. Esses resultados
foram comparados a lista de miRNAs expressos em musculo de 185 animais da nossa populagéo
(OLIVEIRA et al., 2018) e também foram selecionados apenas 0s aseQTLS que criam um sitio
de ligacdo de miRNA com apenas um dos alelos.

Depois disso, foi utilizado o software MirWalk 3.0 (STICHT et al., 2018) para que
fosse possivel identificar pares de miRNA e genes alvo conhecidos no modelo bovino e depois
comparar com 0s genes ASE regulados por aseQTLs que também afetassem 0s mesmos
miRNAs. Assim, 0 programa mostra quais genes foram previamente descritos na literatura

como alvos para estes miRNAs.

6.2.4 Integracgéo de dados

Foi realizada a integracdo dos aseQTLs e os genes ASE associados com regides de QTL
de fendtipos interessantes para a pecuaria bovina. Nos realizamos a sobreposi¢édo das posices
dos aseQTLs com as regides de QTL do genoma bovino obtidas pela lista disponivel no Cattle
QTL database (verséo do genoma de referéncia: UMD _3.1)
(https://www.animalgenome.org/QTLdb/cattle/ baixado em junho de 2019). Os aseQTLs
também foram integrados com QTLs descritos em trabalhos realizados na mesma populagéo
pelo nosso grupo de pesquisa, identificados por GWAS para feno6tipos de qualidade de carne
(TIZIOTO et al., 2013), contetdo de minerais (TI1ZIOTO et al., 2015a), eficiéncia alimentar
(DE OLIVEIRA et al., 2014), contetdo e deposicdo de marmoreio (CESAR et al., 2014) e
também comparamos os aseQTLs com eQTLs descritos na mesma popula¢do (CESAR et al.,
2018).
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Na analise de integragdo com QTLs em janelas gendmicas, foi realizado um teste de
permutacdo com 1.000 simulagdes utilizando o pacote para R RegioneR 1.14.0 (GEL et al.,
2015) para investigar a aleatoriedade das posicOes dos aseQTLs nessas regides potencialmente
reguladoras.

Todos os resultados de GWAS utilizados na integracéo de dados que foram obtidos a
partir da versdo UMD_3.1.1 do genoma de referéncia foram convertidos para a verséo ARS-
UCD1.2 no programa da UCSC Lift Genome Annotations (https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgLiftOver).
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7. Resultados

7.1 aseQTLs

Neste trabalho foram identificados 1.134 aseQTLs (de 22.470 testes), associados com
0s padroes de ASE de 126 SNPs ASE, distribuidos em 85 genes. Os SNPs ASE estdo
demonstrados no anel cinza da Figura 3. NOs observamos que trés SNPs ASE também foram
identificados como aseQTLs: 0 SNP ASE rs136209194, que atua como um aseQTL associado
ao SNP ASE rs132817153; o SNP ASE rs109842586 (dentro do gene XIRP2), é aseQTL do
SNP ASE rs109372848; e 0 SNP ASE rs136097891 (que pertence ao gene MTUS1), é um
aseQTL associado ao SNP ASE rs109005284 (MTUSL).

O numero médio de aseQTLs por SNP ASE foi nove, variando de um a 56. O SNP ASE
rs134422650 obteve associagdo com o maior nimero de aseQTLs. O segundo foi o SNP ASE
rs110850310, localizado no gene HSPA1A, com 38 aseQTLs. A Figura 3 mostra a distribuicao
dos aseQTLs por cromossomo (anel vermelho) e a Figura 4 contém os resultados gerais do teste
de associagdo. Alguns pontos tem muitos aseQTLSs aparentemente porque estdo associados a
multiplos SNPs ASE vizinhos, como pode-se observar por comparagdo ao anel cinza da Figura
3, na posicdo entre 15 e 20 kb no cromossomo 2 e entre as posi¢cGes de 10 e 15 kb no
cromossomo 10.

A frequéncia alélica dos aseQTLs varia homogeneamente de 0,05507 para 0,94493, com
um valor médio de 0,5. Os resultados da associacao entre aseQTLs e SNPs ASE estdo presentes
na Tabela Suplementar 1.

Como foi demonstrado, um SNP ASE pode ser afetado por varios aseQTLS, mas o
contrario, ou seja, um aseQTLs afetando mais de um SNP ASE, foi pouco observado. Os
aseQTLs rs132798564 e rs110663707 foram associados a quatro e trés SNPs ASE do gene
CMYADB, respectivamente. Outros 54 aseQTLs foram associados simultaneamente a diferentes
pares de SNPS ASE.



37

Figura 3 - Distribuicdo de SNPs com expressdo alelo-especifica (SNPs ASE) e loci
quantitativos associados a expressdo alelo-especifica (aseQTLs) de acordo com a sua posi¢édo

gendmica, mecanismos de regulacdo preditos e sobreposi¢des com QTLs obtidos na mesma
populacéo.
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SNPs ASE: SNPs ASE para os guais foram identificados aseQTLs. AseQTLs: aseQTLs identificados.
QTLs: aseQTLs que sobrepdem com QTLs identificados previamente na nossa populagdo de Nelore.
SLFTs: aseQTLs preditos a modificar a ligagéo do fator de transcricdo com apenas um alelo (ferramenta
TRAP). SL miRNA: aseQTLs que potencialmente mudam a ligacdo de um miRNA a seu sitio com
apenas um alelo (ferramenta RNA hybrid). Metilacdo: aseQTLs metilados na nossa populagdo. A
intensidade da cor aumenta conforme a densidade dos SNPs na escala do gréfico (janelas de 1pb). No
grafico, ”chr” indica o nimero do cromossomo em que os aseQTLs estdo localizados.
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Figura 4 - Resultados gerais da analise de associacdo de SNPs a expresséo alelo-especifica
(ASE).
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Em rosa estdo as barras para 0s SNPs que ndo foram estatisticamente significativos e em azul
estdo os aseQTLs.

Uma distancia média de 404.983 pb foi observada entre todos 0s aseQTLS e 0s respectivos
TSSs dos genes ASE afetados. As distancias variam de 281 pb a 1,1 Mb. Os aseQTLs estdo
distribuidos mais frequentemente entre 0 e 100 kb de distancia do TSS, dispersando conforme
0 aumento da distancia, sendo menos comuns em intervalos superiores a 1Mb. Além disso, a
distancia média entre um aseQTL e o0 seu SNP ASE associado foi de 417.698 pb, com uma
distancia minima de 2.238 pb e maxima de 999.650 pb. Similarmente a distancia entre 0s
aseQTLs e os TSSs, as maiores frequéncias de aseQTLs estdo presentes até 100kb de distancia
para 0 SNP ASE associado. A distribuicdo dos aseQTLs em comparacdo aos SNPs ASE e TSSs
dos genes ASE associados estdo dispostos na Figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo dos loci quantitativos associados a expressdo alelo-especifica
(aseQTLs) em relacdo a sua distancia aos sitios de inicio de transcri¢do (TSSs) dos genes com
expressao alelo-especifica (genes ASE, em rosa) e em relacdo a sua distancia aos SNPs com
expressdo alelo-especifica (SNPs ASE) associados (em azul), em Kb.
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7.2 Desequilibrio de Ligacao

Foi analisado o DL entre todos os aseQTLs para investigar blocos com elementos
reguladores associados. No total, 3.030 pares de aseQTLs mostraram D’ maior que 0,8, ¢ 1.813
deles estavam em total desequilibrio (D’=1). Foram identificados 117 blocos de DL (Tabela
Suplementar 2), incluindo de dois a 21 aseQTLs. O maior bloco de DL encontrado possui 21
aseQTLs (Figura 6) que estdo afetando 5 SNPs ASE presentes no gene ASE CMYADG.

Depois, nos realizamos a mesma analise com todos os SNPs ASE, para observar o impacto
do DL em efeitos redundantes de aseQTLs sobre estes SNPs ASE. Um total de 32 pares de
SNPs ASE apresentaram D’ > 0.8, sendo 31 com D’=1, distribuidos em 11 blocos de DL (Figura
7, Tabela Suplementar 3).
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Figura 6 - Maior bloco de desequilibrio de ligagdo (DL) entre os loci quantitativos associados
a expressdo alelo-especifica (aseQTLS).
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Os quadrados com nimeros indicam a intensidade do DL de 1 a 99, e quando sem numeros indicam que
o0s pares de SNPs estdo em total DL. Os tons de vermelho se intensificam conforme o aumento do DL.
Todos 0s SNPs desse bloco mudam sitios de ligacéo para diferentes miRNAs, sendo que 0 SNP marcado
com uma estrela azul, rs137303208, também foi predito estar presente em sitios de liga¢&o para os FTs
DR1 e SP3 com o alelo referéncia. A linha tracejada mostra a posicdo gendmica do SNP marcado. Corte
da imagem e bloco de DL gerados pelo Ensembl Viewer e Haploview, respectivamente.
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Figura 7 - Principais blocos de desequilibrio de ligacdo (DL) entre os SNPs com expressdo
alelo-especifica (SNPs ASE).
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Os guadrados com numeros indicam a intensidade do DL de 1 a 99, e quando sem nimeros indicam que
o0s pares de SNPs estdo em total DL. Os tons de vermelho se intensificam conforme o aumento do DL.
Quadrados em azul também representam D’=1, mas com a estimativa LOD (logaritmo de

probabilidades) < 2. Cortes da imagem gerada pelo Haploview.

Por fim, nds avaliamos o DL entre SNPs ASE e seus aseQTLs associados. De 1.134 pares
de SNP para a andlise, 238 mostraram D’ maior que 0.8, com 71 pares aseQTL/SNP ASE
encontrados em total desequilibrio (D’=1) (Tabela Suplementar 4). Esses pares de SNPs
correspondem a 35 ASE genes, sendo o gene CMYADS aqguele que apresentou maior nimero de
interacdes entre aseQTLs e SNPs ASE (38), seguido do gene EIF5, com 33, e VCP, com 27.

7.3 Integracdo de dados

Ap0s a conversdo dos QTLs do Cattle QTL Database para a versdo mais atualizada do
genoma de referéncia, nos identificamos uma sobreposicao de 173 aseQTLs dentro de regides
de QTL de 21 caracteristicas, distribuidas em 215 ocorréncias (Tabela Suplementar 5). O teste
de permutacéo foi significativo (valor p =9.999e-05). As trés caracteristicas com mais aseQTLS
sobrepostos foram peso corporal (com 81 aseQTLS), teor de &cido palmitoleico do leite (com
42 aseQTLs) e marmoreio (com 28 aseQTLs). O aseQTL rs136717535 esta localizado em mais
regides de QTL: porcentagem de kappa-caseina do leite, porcentagem de proteina do leite, forca
de cisalhamento, tamanho da panturrilha e indice de nascimento.

Nos também integramos os dados de ASE com outros estudos realizados em uma amostra
mais ampla oriunda da mesma populacdo amostral. Todos os testes de permutacdo realizados
para QTLs identificados em janelas genomicas foram significativos (valor p < 0.05). Nos

identificamos 234 aseQTLs distribuidos em 894 sobreposi¢cdes com 25 caracteristicas (Tabela
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suplementar 6). Dentre esses, 847 sobreposi¢es ocorreram com caracteristicas de qualidade de
carne (T1ZIOTO et al., 2013) (Tabela 2).

Tabela 2 - Loci quantitativos associados a expressao alelo-especifica (aseQTLs) integrando
com QTLs de caracteristicas de qualidade de carne identificados em madsculo de Nelore.

NUmero de

Caracteristica Genes ASE afetados
aseQTLs
ACOT13, ASB5, CA2, CAB39, CMYA5, CUEDCI,
Area de olho de lombo (AOL) 192 DNAJC21, ITGB1, KLF10, MBNL2, NXN, PTP4A3,
RGCC, SPARC,STBD1, XIRP1, XIRP2
Luminosidade da Gordura 127 ACOT13, ASB5, CAB39, CMYA5, DNAJC21,
(L*gordura) ITGB1, KLF10, NXN, SPARC, STBD1,
Forca de cisalhamento 7 dias 122 ACOT13, ASB5, CAB39, CMYA5, DNAJC21,
apos o abate (FC7) ITGB1, KLF10, SPARC, STBD1
Capacidade de retencéo de agua 113 ACOT13, ASB5, CAB39, CMYAS5, DNAJC21,
(CRA) ITGB1, KLF10, SPARC, STBD1
. ACQOT13, ASB5, CMYA5, DNAJC21, ITGB1,
Perdas por cozimento (PC) 105 SPARC, STBDL
Intensidade da coloracéo 100 ACOT13, CAB39, CMYA5, DNAJC21, ITGB1,

amarelada da gordura (b*) KLF10, SPARC, STBD1
Forga de cisalhamento 24 horas

i 46 CMYAS5, PFKM
apos o abate (FC24)
Lum|n03|dad,e do musculo 93 ACOT13, SPARC,
(L*masculo)
Espessura de gordura
17 ACOT13, STBD1
subcuténea (EGS) COoTIS. S
Forca de cisalhamento 14 dias 5 SPARC

apos o abate (FC14)

O SNP ASE rs109550233, uma variante exonica transcrita ndo-codificante, teve mais
aseQTLs associados que se sobrepuseram a fendtipos de qualidade de carne, com nove aseQTLs
dentro de regides de nove caracteristicas: b*, EGS, PC, L*gordura, L*musculo, AOL, FC, FC7
e CRA. O segundo SNP ASE com mais aseQTLs em QTLs foi o rs135906938 (do gene
ACOT13), com oito aseQTLs em oito regides de QTL para fenotipos de qualidade de carne
(todas as caracteristicas integradas aos aseQTLs do SNP ASE rs109550233, exceto FC). Além
disso, 35 aseQTLs associados a seis SNPs ASE do gene CMYAS se sobrepuseram a QTLs de
sete caracteristicas.

Vinte aseQTLs integraram com regides de cis-eQTL e quatro com regides de trans-eQTL
(CESAR et al., 2018); 10 aseQTLs estdo em regides de QTL para conteudo dos minerais Co,
Mn, Zn, Ca, Cr, Ar, K, Mg e S (TIZIOTO et al., 2015a); 7 se sobrepuseram com QTLSs para
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composi¢do de marmoreio, todos associados ao acido octadecendico (CESAR et al., 2014); seis
aseQTLs estdo em regides de QTLs para fenotipos de eficiéncia alimentar: eficiéncia de ganho
(EG), eficiéncia de manutencdo (ME) e eficiéncia parcial do crescimento (PEG) (DE
OLIVEIRA et al., 2014). O anel azul da Figura 3 apresenta a distribuicdo gendmica dos
aseQTLs que integraram com esses trabalhos.

7.4 Mecanismos de regulacéo

7.4.1 Anotacao dos SNPs

De acordo com a localizacdo gendmica dos aseQTLSs, nds realizamos a anotacdo funcional
com o VEP (MCLAREN et al., 2016), para predizer as possiveis consequéncias destes SNPs
de acordo com sua posicdo (Figura 8, Tabela Suplementar 7). Os aseQTLs estdo
predominantemente distribuidos em regifes intrdnicas (68%), 27% estdo dentro de regides
intergénicas e 1% em regides de transcritos nao codificantes, 1% em regides 3’UTR, 1% sdo
variantes missense e 1% sdo variantes sinbnimas. Com o programa VEP também foi possivel
predizer que 98,47% dos aseQTLs tém um impacto modificante sobre os genes afetados por

eles, 0.72% tém impacto moderado e 0,81% tem pouco impacto.

Figura 8 - Anotacdo funcional dos loci quantitativos associados a expressao alelo-especifica
(aseQTLs).
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7.4.2 aseQTLsem SLFTs

Usando as sequéncias flanqueadoras de todos os aseQTLs como entrada para o programa
TRAP (THOMAS-CHOLLIER et al., 2011), nés encontramos 83 SLFTSs presentes em nossas
sequéncias (FDR < 0.05) (anel rosa da Figura 3, Tabela Suplementar 9). Destes, apenas 12
fatores de transcricdo foram expressos em mausculo bovino (DE SOUZA et al., 2018).
Considerando apenas 0s aseQTLs que mudam estes sitios, foram encontrados 215 aseQTLs,
sendo que 150 potencialmente afetam SLFTs com o alelo referéncia e 117 com o alelo
alternativo. O fator de transcricdo SMAD4 pode ter sua ligacdo afetada por 37 aseQTLs; o sitio
de ligacdo para o fator de transcricdo AHR pode ser afetado por 31 aseQTLs; em sitios de
ligacdo para os fatores de transcricdo VDR e SP3 foram encontrados 26 aseQTLS; o sitio de
ligacdo do STAT3 pode ser afetado por 25 aseQTLSs; sitios de ligacdo para o fator de transcri¢do
PPARA foram encontrados em 24 aseQTLs; DR1, TAL1, ZNF219 potencialmente possuem
sitios com 20 aseQTLs; os fatores de transcricdo STAT6, SP1 e MZF1 foram preditos a se ligar
a 16, 12 e 10 aseQTLs, respectivamente. O aseQTL rs137692633 é o que pode modificar o
maior nimero de SLFTs, afetando a ligacdo de 6 fatores de transcrigdo: SP1, SP3, STATS3,
STAT6, VDR e ZNF219.

Os dois principais genes associados aos aseQTLs que potencialmente modificam SLFTs,
com o0 maior nimero de aseQTLs dentro de SLFTs foram o gene EIF5, com 18 aseQTLs
modificando sitios de ligacdo para 9 fatores de transcri¢cdo e 0 CMYAD, ao qual estdo associados
14 aseQTLs que potencialmente modificam a ligacao de sete fatores de transcricéo.

7.4.3 aseQTLs com metilagcdo

Para analisar o padréo de metilagcdo nos nossos aseQTLs, foram comparadas as posi¢oes
destes aseQTLs com dados de metilacdo por RRBS produzidos na mesma populagdo (dados
ndo publicados). Nés identificamos 69 citosinas metiladas em 16 aseQTLs distribuidos em 12
animais (Figura 9, Tabela Suplementar 8). O aseQTL rs110532113, associado com 0 SNP ASE
rs133877387 do gene MSRB1, foi metilado em 11 dos 12 animais para os quais a metilagao foi
testada. Trinta e sete citosinas tiveram 100% de metilacdo considerando todas as amostras,
compreendendo 13 aseQTLs. Oito animais tiveram 100% de metilagdo no aseQTL
rs134229733 e sete no aseQTL rs137496307, associado com um SNP ASE do gene VIM.



45

Figura 9 - Porcentagem de metilacdo dos loci quantitativos associados & expresséo alelo-
especifica (aseQTLs) em 12 animais Nelore.
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A intensidade da cor aumenta de acordo com a porcentagem de metilacdo de cada SNP por
amostra.

Seis aseQTLs metilados estdo associados a SNPs ASE dentro de sete genes ASE:
HSPA1A, MSRB1, VCP, VIM, SCN4A, PECAM1 e ZDHHC4, sendo o0 aseQTL rs137668888
associado com SNPs ASE dos genes SCN4A e PECAML. O aseQTL rs110742604 é localizado
a761.297 pb do TSS do gene HSPA1A e rs110407852 foi 0 aseQTL metilado mais proximo do
TSS do respectivo gene associado, VCP, distante 51.026 pb dele. A distancia média dos
aseQTLs metilados aos TSSs dos genes ASE associados foi de 216,169 pb. Os outros dez
aseQTLs metilados foram associados a 9 SNPs ASE. Os aseQTLs rs42616057 e rs109332326
foram ambos metilados e associados com 0 mesmo SNP ASE: rs110095343. A distribuicdo dos

aseQTLs metilados esta presente no anel roxo da Figura 3.

7.4.4 aseQTLs em sitios de ligacdo de miRNAs

Foram selecionados 163 aseQTLs para essa analise com o critério de que eles estivessem
fora de regides intergénicas e dentro de regides de QTL identificadas na nossa populagédo

Nelore. Foram identificados 153 sitios de ligacdo de miRNA em regides de 163 aseQTLs,
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distribuidos em 1.448 pares de miRNA e sequéncias alvo (aseQTLs), sendo 693 com o alelo
alternativo dos aseQTLs e 755 com o alelo referéncia do aseQTL intersectando com o sitio de
ligacdo de miRNA (anel verde da Figura 3, Tabela Suplementar 10).

Vinte ASE genes com aseQTLs que potencialmente mudam a afinidade da ligagédo de
miRNAs aos respectivos sitios foram utilizados como entrada para a analise realizada com o
programa MiRWalk (STICHT et al., 2018). Os resultados mostraram que esse genes sdo alvos
para 583 miRNAs, sendo que 31 miRNAs tiveram seus sitios afetados por aseQTLs preditos
como reguladores de 14 genes ASE que, por sua vez, também sdo alvos conhecidos na literatura
para esses mesmos miRNAs.

Nos préximos exemplos, os aseQTLs modificam sitios de ligacdo de miRNAs conhecidos
por afetarem o ASE gene associado: O aseQTL rs42437277, associado com um SNP ASE no
gene ASBS5, foi predito como pertencente a sitios de cinco miRNAs. O aseQTL rs133661649,
associado com um SNP ASE do gene LPL e 0 aseQTL rs109408013 associado a um SNP ASE
no gene NXN, foram ambos alvos de trés miRNAs. Sete aseQTLs afetam dois sitios de ligacdo
de miRNA e potencialemtne regulam os respectivos genes: rs41255633 (NXN), rs135834852
(NXN), rs136463427 (CUEDC1), rs110417686 (CUEDC1), rs132705216 (MBNL2),
rs137489440 (MBNL2), rs133710221 (CAB39). Os resultados do programa MiRWalk estéo na
Tabela Suplementar 11.

7.4.5 Integracdo dos resultados

Em resumo, nés exploramos trés mecanismos de regulacdo atuando sobre 0S nossos
aseQTLs: metilagdo, SLFTs e sitios de ligacdo de miRNAs. Apenas um aseQTL, rs109540393,
associado ao SNP ASE rs109550233, foi metilado em seis animais da nossa populagdo e o alelo
referéncia possibilita a ligacdo do fator de transcricdo AHR e de seis miIRNAS expressos em
musculo, sendo 5 afetados pelo aseQTL com o alelo referéncia e um com o alelo alternativo.
Trinta e trés aseQTLs estdo potencialmente sendo afetados por dois mecanismos de regulagéo,
354 aseQTLs apresentaram apenas um mecanismo de regulacdo e 746 ndo apresentaram
nenhum. A Tabela Suplementar 12 contém um resumo dos aseQTLs que foram preditos a
possuirem esses mecanismos de regulacdo ou que sobrepuseram-se a QTLs descritos
anteriormente.Um resumo dos resultados, desde a obtencéo dos aseQTLs esté na Figura 10.
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Figura 10 - Sintese esquematica dos resultados desse trabalho
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A partir de 820 SNPs ASE, foram identificados 1.134 aseQTLs associados a 126 SNPs ASE;
Desses aseQTLs, 360 foram preditos a possuir algum mecanismo de regulacdo, sendo 215
aseQTLs potencialmente capazes de alterar a afinidade de FTs expressos em musculo bovino
pelos seus sitios, 162 aseQTLs podem afetar sitios de ligagdo de miRNAS expressos em
musculo dos animais da mesma populacao e 16 aseQTLs apresentaram metilacdo. Além disso,
404 aseQTLs se sobrepuseram a regides de QTL, sendo 234 aseQTLs identificados em dados
GWAS da mesma populacdo Nelore e 173 aseQTLs foram sobrepostos aos QTLs publicados
no Cattle QTL Database.

Os 10 ASE genes com 0 maior nimero de aseQTLs dentro de regides relevantes
associadas a caracteristicas ou mecanismos de regulacdo foram CMYA5, TXNIP, DNAJC21,
NXN, TMBIM6, ASB5, CAB39, ACOT13, CUTC e CUEDCL, variando de 73 a 15 aseQTLs
cada, respectivamente. Considerando os principais genes, de acordo com cada secdo de
resultados representados na Figura 11 como colunas, temos o gene CMYA5, com 35 aseQTLS
sobrepondo a sete fenotipos de qualidade de carne de QTLs identificados na nossa populacéo
Nelore; TXNIP, que apresentou 36 aseQTLs localizados em regides de QTL obtidas a partir do
banco de dados bovino; CMYAS também possui 31 aseQTLs que potencialmente modificam a
ligacdo de miRNAs e 11 aseQTLs do gene EIF5 podem afetar SLFTs. Adicionalmente, sete
genes tiveram um aseQTL metilado cada.
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Figura 11 — Heatmap da distribuicdo de loci quantitativos associados a expressdo alelo-
especifica (aseQTLs) de acordo com 0s genes com expressdo alelo-especifica (genes ASE)
associados e as regides reguladoras preditas nesse trabalho.
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Os genes ASE para os quais foi encontrado ao menos um aseQTL estdo em cada linha. As colunas
correspondem aos aseQTLs que foram previamente identificados como QTLs na nossa populacdo
experimental, aseQTLs que foram QTLs no Cattle QTL Database, aseQTLs que mudam sitios de ligacao
para miRNAs, aseQTLs que mudam SLFTs e aseQTLs metilados, respectivamente da esquerda para a
direita. A intensidade dos tons de azul é proporcional & presenga de aseQTLs associados a cada ASE
gene dentro de cada se¢do de regides reguladoras e as cores quentes do heatmap a esquerda escurecem
proporcionalmente ao total de aseQTLs dentro de todas as se¢des de resultados, para cada gene.
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8 Discussao

8.1 aseQTLs

Neste estudo, foram identificados 1.134 aseQTLs associados com 126 SNPs ASE no
musculo L. thoracis de novilhos Nelore. A exigéncia de 10 gendtipos heterozigotos entre 0s
pares de SNPs a serem associados possibilitou que apenas fossem testados 192 SNPs ASE,
correspondentes a 23% de todos 0s 820 SNPs ASE previamente descritos na mesma populagéo
(DE SOUZA et al., em revisdo?). Apos a andlise, foram identificados aseQTLs para 126 SNPs
ASE, que correspondem a 15% do numero total. Embora essa exigéncia faca com que o teste
seja mais restritivo, com a adocdo de um nimero maior de animais utilizados nessa analise,
aumentaria também a probabilidade de existirem mais gendtipos heterozigotos para os SNPs de
teste, possibilitando assim a realizacdo de testes para um ndmero maior de SNPs ASE e,
possivelmente, a identificacdo dos respectivos aseQTLs. Trinta e sete SNPs ASE para 0s quais
encontramos aseQTLs também foram descritos por Guillocheau e colaboradores (2019) em
muasculo bovino e dois SNPs ASE provenientes deste mesmo estudo também foram
identificados como aseQTLs: rs109170993, associado com o SNP ASE rs110850310 e
rs109842586, associado com 0 SNP ASE rs109372848.

8.2 Integracdo com dados de GWAS

Regides de QTL obtidas do banco de dados bovino foram integradas com 16% dos nossos
dados de aseQTLs, mostrando um enriquecimento para caracteristicas de leite e producéo,
apesar de que € necessario considerar que possa existir um viés na frequéncia de publicactes
para cada caracteristica nesse banco de dados. O aseQTL rs136717535 esta presente em mais
regides de QTL do Cattle QTL Database, sendo associado ao SNP ASE rs41257152. Esse SNP
ASE esta localizado no gene HIKESHI, que realiza a mediacdo do transporte nuclear das
proteinas Hsp70s, protegendo as células do dano por estresse térmico (IMAMOTO, 2018;
KOSE; FURUTA; IMAMOTO, 2012). Um alelo do gene Hsp70 foi associado com
termotolerancia em gado (BHAT et al., 2016) e foi classificado como um marcador importante
para a quantificacdo de estresse térmico (ARCHANA et al., 2017). Como a raca Nelore ¢
amplamente visada devido a sua tolerancia ao calor (PASSOS et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2009), a ASE pode afetar a adaptagdo caracteristica desses animais. A integracdo entre 0s

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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aseQTLs e QTLs descritos previamente indica que os aseQTLs podem estar em regides que
afetam caracteristicas de interesse agropecuério em outras populagdes e racas bovinas.

A integracdo com a nossa populacdo Nelore revelou um enriquecimento para
caracteristicas de qualidade de carne, com 94,7% dos aseQTLSs integrados se sobrepondo a dez
fendtipos dessa categoria (T1ZIOTO et al., 2013). Apesar de considerarmos possivel a
existéncia de um viés no tecido de estudo (musculo), que pode privilegiar a identificacdo de
QTLs associados a fendtipos de qualidade de carne, o enriquecimento funcional dos genes ASE
em relacdo a fendtipos de qualidade de carne também foi encontrado previamente em masculo
bovino de populagbes Limousin e Nelore (GUILLOCHEAU et al., 2019, DE SOUZA, em
revisdo?).

O gene ACOT13 foi diferencialmente expresso entre amostras contrastantes para o
conteddo de acido linoleico (CESAR et al., 2016) e foi associado com metabolismo lipidico
hepatico e muscular (BAKSHI et al., 2018; KANG et al., 2012). ACOT13 foi associado a
aseQTLs que integraram com oito fendtipos de qualidade de carne, como EGS, FC7, L*gordura
e b*.

O gene SPARC, com aseQTLs associados sobrepondo com L*gordura e b*, FC7 e FC14,
foi previamente identificado na nossa populagédo como diferencialmente expresso entre grupos
extremos para conteudo de marmoreio (CESAR et al., 2015), classificado como um alvo
potencial para marmoreio e maciez em suinos (DAMON et al., 2012, 2013). Sete regibes de
QTLs sobrepuseram com aseQTLs associados com um SNP ASE do gene STBD1, que também
foi diferencialmente expresso entre amostras contrastantes para marmoreio (CESAR et al.,
2015). O gene ITGBL1 foi apontado como alvo para 0 miRNA bta-miR-423, diferencialmente
expresso entre amostras extremas pra marmoreio em nossa populagéo (OLIVEIRA etal., 2018);
aseQTLs desse gene foram também integrados com QTLs de PC e de FC. O gene ASE CMYA5
teve 245 sobreposicdes entre alguns dos seus aseQTLs e as caracteristicas b*, PC, L*gordura,
AOL, FC, FC7 e CRA.

8.3 Influéncia da distancia genémica e do desequilibrio de ligacao
A maioria dos aseQTLSs que se associaram a multiplos SNPs ASE apresentaram total DL

entre si (D’=1), indicando que aseQTLs regulam o mesmo haplétipo transcrito. 15 aseQTLs
foram associados com dois SNPs ASE subsequentes dentro do gene EIF5, com total

1 DE SOUZA, M. M. et al. Allele-specific expression is widespread in Bos indicus muscle and affects meat
quality candidate genes. Scientific Reports, [s.d.].
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desequilibrio. Esse gene foi previamente associado com marmoreio em gado Nelore
(CARVALHO et al., 2019). Os aseQTLs rs110966557 e rs110621075, foram associados com
dois SNPs ASE proximos dentro do gene XIRP2, com D’=1; esse gene foi relacionado com a
textura e capacidade de retencdo de &gua da carne suina (PIORKOWSKA et al., 2017), assim
como CAR no modelo suino (DO et al., 2014) e bovino (SEABURY et al., 2017). O aseQTL
rs132798564 foi associado com quatro SNPs ASE do gene CMYADB, e também apresentou total
desequilibrio de ligacdo com eles. O aseQTL rs110663707 foi associado simultaneamente com
trés SNPs ASE. Quinze aseQTLs foram associados com dois diferentes pares de SNPs ASE do
gene CMYAS5, todos os pares de SNPs ASE apresentaram D’=1.

O gene CMYAS foi associado a marmoreio no modelo suino (XU et al., 2011), teve
variantes associadas com AOL em gado Nelore (CARVALHO et al., 2019) e seis SNPs
associados com caracteristicas de qualidade de carne na mesma populacdo (TIZIOTO et al.,
2013). Esse gene codifica para uma proteina associada a desmina (KOULOUMENTA,;
MAVROIDIS; CAPETANAKI, 2007), cuja interacdo pode regular o trdfego vesicular e
lisossomal (TSOUPRI; CAPETANAKI, 2013). A via da autofagia por lisossomos é um sistema
de degradacdo envolvido na perda de massa muscular e atrofia (SANDRI, 2013). Além disso,
a proteina CMY A5 é um substrato proteolitico para a CAPN3, que pode proteger a CAPN3 da
autolise (SARPARANTA et al., 2010). Em gado zebuino, foi encontrada uma associacgao entre
variantes do gene CAPN3 e a maciez da carne (BARENDSE et al., 2008). A maioria dos
aseQTLs no cromossomo 10 esta associada ao gene ASE CMYAD5, pertencendo a um forte bloco
de DL que pode estar afetando a expressdo alélica desse gene. Além disso, a presenca de
aseQTLs sobrepondo-se a QTLs para fenotipos de qualidade de carne também colabora com os
indicativos de que a regulacdo do gene CMYA5S pode fazer parte de uma rede de proteinas
interagentes relacionadas ao metabolismo e estrutura muscular, podendo afetar caracteristicas
de interesse relacionadas & saude do animal e maciez da carne.

Considerando todos os aseQTLs, os maiores valores de DL foram encontrados entre SNPs
proximos, como foi descrito anteriormente em populacdes Nelore (ESPIGOLAN et al., 2013;
MOKRY et al., 2014). O DL é um fator essencial quando afirma-se que um SNP esta
efetivamente associado com o SNP ASE, e ndo por uma interacdo indireta ou redundante com
outro SNP em DL com ele (BUSH; MOORE, 2012; HIRSCHHORN; DALY, 2005). Assim,
esses resultados indicam que a analise de DL € indispensavel para a interpretacdo de testes de

associacao a ASE na busca por mutacdes causais.
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8.4 Atividade cis-reguladora dos aseQTLs

Os resultados de DL, bem como a presenca de aseQTLs proximos aos SNPs ASE
associados e seus respectivos TSSs, sdo indicativos da acdo em cis dos aseQTLs. Alguns
estudos mostraram que eQTLs cujos mecanismos atuam nas proximidades das regides
promotoras dos genes podem estar envolvidos com a ASE (PICKRELL et al., 2010), e cis-
eQTLs e aseQTLs foram identificados concentrados proximos ao TSS dos genes afetados
(BATTLE et al., 2014; JOSEPHS et al., 2015; LARSON et al., 2015). AseQTLs estéo
predominantemente distribuidos em regides intergénicas e intrénicas, como nds esperavamos,
pois SNPs nessas regides tendem a possuir acdo reguladora (BARRETT; FLETCHER,;
WILTON, 2012; NELSON; HERSH; CARROLL, 2004). Essa informacao esta de acordo com
outro estudo realizado na nossa populacdo com cis-eQTLs (CESAR et al., 2018), que se
sobrepuseram a 20 aseQTLs identificados aqui. Battle e colaboradores (2014) também
identificaram 641 cis-eQTLs associados com a ASE em humanos; numa Unica populacdo da
planta Capsella grandiflora, 83% dos aseQTLs mostraram resultados consistentes com a
regulacdo em cis (JOSEPHS et al., 2015). Como n6s comparamos grupos de diferentes
genotipos e a significancia do teste depende de grandes valores de desequilibrio alélico no grupo
heterozigoto, nossos resultados corroboram com a literatura, e n6s assumimos que 0s aseQTLS

sdo majoritariamente afetados por elementos reguladores com acéo em cis.

8.5 SLFT podem ser afetados por aseQTLs

Variantes cis-reguladoras podem modificar SLFTs (ALMLOF et al., 2012), sendo a
presenca alelo-especifica de SLFTs a causa para a perda de ligacdo de FTs (MCDANIELL et
al., 2010), o que pode levar a ASE em animais heterozigotos. Nés encontramos 215 aseQTLS
dentro de 12 sitios de ligacdo para fatores de transcri¢cdo expressos em muasculo bovino (DE
SOUZA et al., 2018). Cinco SLFTs preditos podem afetar mais de um aseQTL: SMAD4, AHR,
VDR, STAT3 e PPARA. A deficiéncia de SMAD4 induzida por knockout murino causa atrofia
muscular (SARTORI et al., 2013). SMAD4 regulado por TGF-f mostrou uma interagdo com o
FT PPARA ativado por ligante (KINTSCHER et al., 2002), sendo este FT um receptor alfa de
PPAR, relacionado com o metabolismo de lipidios (BURRI; THORESEN; BERGE, 2010). A
isoforma gama do PPAR mostrou uma grande expressdo e baixa metilacdo em regides de
marmoreio do musculo L.thoracis do que na por¢do muscular (BAIK et al., 2014). O aseQTL
mais metilado deste estudo, rs134229733, foi predito a beneficiar a ligagdo do FT PPARA no
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seu respectivo sitio com o alelo referéncia. PPARs e VDR foram também relacionados ao cancer
(MATSUDA,; KITAGISHI, 2013). VDR foi o principal FT numa rede génica em resultados do
nosso grupo (MUDADU et al., 2016), relacionado com o crescimento do gado e também
apontado como regulador do desenvolvimento muscular (ENDO et al., 2003). Esse FT é um
receptor de vitamina D, que foi sugerido ter participacdo na regulacdo do marmoreio junto a
homeostase de calcio (SMITH et al., 2009).

A sinalizacdo TGF-B também foi relacionada com o FT AHR (GUO et al., 2004),
associado ao envelhecimento humano (ECKERS et al., 2016). STAT3 foi relacionado com a
perda de massa muscular (BONETTO et al., 2011) e a ativagéo da via de sinalizacdo do STAT3
induz regeneragdo muscular (KAMI; SENBA, 2002; ZHANG et al., 2013). O alelo alternativo
do aseQTL rs135348406 foi identificado dentro de um sitio de ligacdo para STAT3 e foi
associado com o desequilibrio alélico de um SNP ASE do gene HSPA1A, que codifica para a
proteina do choque térmico Hsp70. STATs podem modular proteinas do choque térmico,
incluindo a Hsp70 (STEPHANOU; LATCHMAN, 1999).

Segundo os nossos resultados, o alelo referéncia do aseQTL rs137692633 pode beneficiar
a ligacdo dos FTs STATSs encontrados, STAT3 e STATS6, e de outros quatro FTs (SP1, SP3,
VDR e ZNF219). A sobreposicdo deste aseQTL com regifes de QTL para AOL e FC7
(T1ZIOTO et al., 2013) contribuem com os indicativos apresentados sobre a relagdo do FT
STAT3 com o tecido muscular. SP1 e SP3 regulam o promotor da utrofina, sendo candidatos
para os tratamentos da distrofia muscular de Duchenne (GALVAGNI; CAPO; OLIVIERO,
2001).

Quanto a posicdo relativa do aseQTL ao TSS do gene ASE associado, dentre todos 0s
aseQTLs que alteram SLFTs, o rs137303208 esta localizado mais proximo do TSS do gene
ASE associado (CMYAD), distante 5.358 pb. Ele foi associado a dois SNPs ASE do gene
CMYADS (rs137001154 e rs136467370), e seu alelo referéncia cria um sitio com afinidade para
0s FTs DR1 e SP3. Esse aseQTL € o tagSNP do maior bloco de DL entre aseQTLSs.

8.6 A metilacdo de DNA pode afetar aseQTLs na sua relagdo com a ASE

Mecanismos epigenéticos também podem ser associados com a ASE (GUILLOCHEAU
et al., 2019; SERRE et al., 2008), como a metilacdo de DNA (FERGUSON-SMITH, 2001,
TIAN, 2014). Para identificar a importancia do efeito da metilacdo desses aseQTLs sobre a
ASE, nos observamos o nivel de DRA dos SNPs ASE associados com esses aseQTLs que foram

metilados nos mesmos animais. Poucos animais com metilacdo tiveram ASE significativa para
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0 SNP ASE associado ao aseQTL metilado. Para 0 aseQTL rs134229733, que teve 100% de
metilagdo em oito animais, nds observamos um pequeno desequilibrio alélico para o SNP ASE
associado, variando de 0,003 a 0,137 em seis animais. Trés desses animais apresentaram o
gendtipo do SNP ASE 1|0 (sendo a barra um indicador da separagédo entre dois haplotipos de
um animal e os nimeros 1 e 0 representativos de um alelo alternativo ou referéncia em cada
hapl6tipo, respectivamente) com o alelo alternativo mais expresso, sendo o genotipo do aseQTL
0|1. Dois animais tiveram 0s mesmos genotipos para 0 aseQTL e o SNP ASE, mas expressaram
apenas o alelo referéncia, com os menores valores de razdo do desbalanco alélico.
Curiosamente, como o alelo referéncia do aseQTL é um G e o alternativo é um T, o alelo do
SNP ASE mais expresso nos trés casos com maiores valores de DRA est4 supostamente sobre
o controle de um aseQTL cujo nucleotideo estd metilado. A partir desses resultados, nds
acereditamos que esse aseQTL esta em DL com algum SNP responsavel pela ASE neste caso.

O aseQTL rs110532113 apresentou mais animais metilados, mas somente um deles com
ASE significativa no SNP ASE associado. O aseQTL apresentou 14% de metilagdo nesse
animal e o SNP ASE teve um valor de razdo do desequilibrio alélico de 0,104. O aseQTL
metilado mais proximo do TSS do respectivo SNP ASE associado, foi 0 rs110407852, com
metilacdo no alelo alternativo. O SNP ASE correspondente, dentro do gene VCP, foi
monoalélico em nove animais, expressando apenas o alelo em fase com o alelo referéncia do
aseQTL, assim, indicando o silenciamento mediado pela metilagdo do alelo alternativo do
aseQTL sob o alelo do SNP ASE associado a ele.

Trés animais mostraram uma razdo de desequilibrio alélico de 0,5 para 0 SNP ASE
rs42719199, expressando somente o alelo alternativo, com taxas de metilagdo 52,631%, 50% e
36,84% para 0 aseQTL associado rs137789368 e 32,30%, 80%, 55,75% para outro aseQTL
associado, rs136787973. Esses aseQTLs ndo estdo em DL entre si e 0 aseQTL rs137789368
teve os genotipos 0|1, 1|1 e 1|1. Os gendtipos para 0 aseQTL rs136787973 foram 1|0, 0|1 e O|1.
Ambos os aseQTLs tem o alelo referéncia T e o alelo alternativo C. Considerando somente 0s
aseQTLs com genotipos heterozigotos, para 0 aseQTL rs137789368, a citosina metilada pode
impossibilitar a expressdo do alelo referéncia do SNP ASE em um animal, no qual o aseQTL
heterozigoto mostrou a maior porcentagem de metilacdo entre os demais (52,63%). Para o
aseQTL rs136787973, com trés gendtipos heterozigotos, nds supomos que para animais com
0s gendtipos dos aseQTLs 0|1, a citosina metilada no alelo alternativo pode silenciar a expressdo
do alelo referéncia do SNP ASE. Esses dois animais mostraram elevadas taxas de metilagédo
neste aseQTL (80% e 55,75%). A metilacdo destes dois aseQTLs citados pode ser um dos

fatores que podem regular a ASE do SNP rs42719199, favorecendo a expressdo do alelo
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alternativo. A Tabela 3 apresenta uma tabela exemplificando os dois aseQTLs que apresentaram
metilacdo e foram associados a esse SNP ASE.

Tabela 3 — Genotipos e taxa de metilacdo dos loci quantitativos associados a expressdo alelo-
especifica (aseQTLs) rs136787973 e rs137789368, associados ao SNP com expressao alelo-
especifica (SNP ASE) rs42719199, com os respectivos genotipos e valores de desequilibrio da
razdo alélica (DRA) em trés animais da populacéo.

DRA SNP Genotipos Genotipos Gendtipos % Metilacdo % Metilacéo
Animal ASE: SNP ASE: aseQTL: aseQTL: aseQTL: aseQTL:
rs42719199  rs42719199  rs137789368  rs136787973  rs137789368 rs136787973

1 0,5 1(exp)|0 0|1 (met) 1(met)|0 52,631 32,30
2 0,5 1(exp)|0  1(met)|1(met)  O|1(met) 50,0 80,0
3 0,5 1(exp)|0  1(met)|1(met)  O|1(met) 36,84 55,75

Genotipos: “1” indica a presenga do alelo alternativo e “0” o alelo referéncia. A barra “|” separa dois
haplotipos de cada animal. O termo (exp) indica o alelo expresso e (met) indica o alelo metilado.

6‘|7’

NOs observamos que € inconclusivo uma analise de metilacdo considerando apenas a
exata posi¢do da metilacdo em relacdo a posicdo dos aseQTLs, devido a dificuldade de se
determinar a variante reguladora causativa. Em analises futuras, o perfil de metilacdo serd
estatisticamente associado a outros SNPs, que podem ser comparados aos SNPs ASE e
aseQTLs. NoOs acreditamos que essa analise indicara multiplos SNPs metilados afetando a

expressao alelica dos SNPs ASE.

8.7 Sitios de ligacdo pra miRNAs sédo potencialmente modificados por alelos de aseQTLs

Identificamos 162 aseQTLs nos locais de ligagdo ao miRNA, alterando a afinidade de
ligacdo de 149 miRNAs, distribuidos em 1.448 pares de miRNA e alvo. Alguns estudos
relacionaram o desequilibrio alélico com a acéo cis-reguladora dos sitios de ligacdo ao miRNA
(KIM; BARTEL, 2009; RAMACHANDRAN et al., 2016), incluindo em musculo bovino
(GUILLOCHEAU et al., 2019). Os miRNAs bta-miR-423-5p e bta-miR-486 foram
diferencialmente expressos entre grupos extremos para marmoreio (OLIVEIRA et al., 2018) e
CAR (DE OLIVEIRA et al., 2018), respectivamente. Seis genes foram potencialmente afetados
por aseQTLs contendo sitios para 0 miRNA bta-miR-423-5p: CMYA5, CUEDC1, DNAJC21,
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EIF5, NXN e XIRP1. O miRNA bta-miR-486 pode se ligar a aseQTLs que afetam a ASE dos
genes ACOT13, CAB39, CMYA5, CUTC, DNAJC21, MBNL2, NXN, STBD1 e XIRPL1.

Catorze ASE genes foram afetados por aseQTLs em sitios de ligacdo para miRNAS que
também foram preditos como reguladores desses ASE genes, como 0 aseQTL rs42437277,
associado com um SNP ASE no gene ASB5, que foi predito a afetar a ligagdo de cinco miRNAs.
A integracdo dos nossos dados com interagdes conhecidas de miRNAs e seus genes alvo obtidos
a partir do banco de dados do MiRWalk oferece maior confiabilidade a esses resultados.

A maioria dos aseQTLs preditos a afetar sitios de ligacdo de miRNAs estdo localizados
em regiBes de introns. Pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs) podem se ligar a regifes de
introns e regular o splicing, sendo que uma proteina Ago é necessaria para esse efeito (ALLO
et al., 2009). Como o modo de acdo mais comum nos mamiferos € de que 0os mMiRNAs
associados a proteinas Ago podem levar a deadenilacdo e consequentemente a desestabilizacdo
do mRNA (BARTEL, 2018), podemos relacionar a presenca de aseQTLSs intrdnicos em sitios
de ligacdo de miRNAs com a queda no numero de transcritos do SNP ASE associado, o que

pode também regular o splicing alternativo.

8.8 Integracédo dos resultados e conclusoes finais

Interessantemente, o0 aseQTL rs109540393, que sobrepds a nove regibes de QTL
associadas a fendétipos de qualidade de carne obtidas na nossa populacdo (TIZIOTO et al.,
2013), foi predito a possuir os trés mecanismos reguladores analisados nesse estudo. Esse
aseQTL foi metilado, potencialmente se encontra dentro de um sitio de ligacdo para o FT
expresso em musculo bovino AHR, e também afeta a ligacdo de seis MiIRNAS expressos em
musculo da nossa populacdo. O FT AHR foi negativamente associado com envelhecimento
(ECKERS et al., 2016) e angiogénese (ICHIHARA et al., 2007). MiRNAs podem regular genes
envolvidos com doengas musculares (ALEXANDER; KUNKEL, 2015), bem como
proliferacdo de células do musculo, hipertrofia e atrofia (GULLER; RUSSELL, 2010).

Os aseQTLs associados ao gene ASE CMYAS5 mostraram mais sobreposi¢fes com QTLS
de Nelore (35) e o maior numero de aseQTLs que afetam sitios de ligacdo de miRNA (7)
também foram associados a esse gene, incluindo dois miRNAs diferencialmente expressos
entre animais divergentes para marmoreio e CAR (DE OLIVEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2018). AseQTLs e seus respectivos SNPs ASE do gene CMYAS apresentaram grandes
blocos de DL, sendo o tagSNP do maior bloco de aseQTLs, rs137303208, localizado em um

intron especifico presente em duas das trés isoformas do CMYAbS. Esse aseQTL intrénico
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apresentou potencial em criar sitios pra dois FTs com o alelo referéncia, estando bem préximo
do TSS do gene CMYAS5, com cerca de 5kb de distancia. Além disso, também foi predito o
potencial deste aseQTL em criar sitios energeticamente favoraveis para a ligacdo dos miRNAS
expressos em musculo da nossa populacdo bta-miR-11992, bta-miR-2483-3p, bta-miR-330,
bta-miR-10175-5p, bta-miR-219, bta-miR-382, bta-miR-362-5p, bta-miR-301b e bta-miR-
2432. Esse mesmo aseQTL esté presente em uma regido de QTL associada as caracteristicas de
qualidade de carne BFAT, CL, LFAT, REA, WBSFO, WBSF7 e WHC. Tendo em vista a
relacio dos siRNAs com o splicing alternativo (ALLO et al., 2009) e diante desses resultados,
nos acreditamos na possibilidade de que esse bloco possa participar da regulagdo do splicing
do gene CMYAD5, e todos esses resultados nos fazem acreditar no potencial desse gene como um
marcador da qualidade de carne em musculo de Nelore.

Esses resultados demonstraram que o0s aseQTLs estdo concentrados em regibes
potencialmente associadas a fenétipos de qualidade de carne, incluindo AOL, marmoreio e
maciez. A maciez é um fator essencial para a aceptabilidade do consumidor (HUFFMAN et al.,
1996; MILLER et al., 2001). A gordura intramuscular € associada a maciez, palatabilidade e
suculéncia da carne (WOOD et al., 2004), sendo outra caracteristica sensorial que afeta a
escolha do consumidor e o preco da carne (CHENG et al., 2015b). Assim, o impacto regulador
dos aseQTLs pode afetar caracteristicas de marmoreio e maciez, e 0s mecanismos envolvidos
devem ser profundamente analisados em programas que visam o melhoramento sensorial da
carne.

No entanto, apesar dessas multiplas indicacdes do potencial regulador dos aseQTLs, a
validacdo experimental € necessaria para confirmar os mecanismos reguladores que
influenciam a ASE, bem como verificar o impacto dessas variantes em outras populacdes. Com
isso € possivel o estudo da aplicabilidade destes resultados no melhoramento da qualidade de

carne de Nelore.
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9 Conclusdo

Esse trabalho identificou 1.134 aseQTLs que podem afetar a expressdo alélica de 85
genes. A metodologia utilizada para a identificacdo dos aseQTLs foi restritiva em relacdo a
cobertura dos testes que, aliada ao baixo poder estatistico do teste ndo-paramétrico e a
distribuicdo de heterozigotos na amostra, muitas vezes insuficiente para a execugéo dos testes,
resultou na identificacdo de aseQTLs para uma parcela pequena dos SNPs ASE de Nelore.
Apesar disso, acreditamos que esse critério agrega confiabilidade aos resultados obtidos, por
proporcionar uma menor taxa de falsos positivos.

Grande parte dos aseQTLs demonstraram potencial capacidade de alterar sitios de ligagcdo
de miRNAs e de FTs, e também apresentaram metilacdo na nossa populacao. Além disso, as
variantes desse estudo (SNPs ASE e aseQTLs) foram caracterizadas por possuirem alto DL
entre si, principalmente em relacdo ao genes com mdaltiplos SNPs ASE, para os quais foram
observadas associa¢des simultaneas entre aseQTLs e mais de um SNP ASE. A dificuldade de
se encontrar um aseQTL causal com base na predicdo dos mecanismos de regulacédo e do DL
indicam que diferentes variantes possam estar agindo em conjunto na regulacdo da ASE dos
SNPs desse estudo. Porém, por se tratar de predicao in silico em uma espécie que possui poucos
dados de anotacao experimental do genoma funcional, experimentos adicionais sdo necessarios
para confirmar o potencial regulatério dos aseQTLs aqui descritos.

Os aseQTLs apresentaram potencial influéncia sobre fen6tipos de qualidade de carne, por
meio de numerosas sobreposicfes a regifes de QTLs identificadas previamente na mesma
populacdo experimental. Assim, esse tipo de variacdo pode afetar ndo somente a ASE, como
também a expressédo fenotipica de caracteristicas de qualidade de carne em Nelore.
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