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CNV: uma ferramenta promissora
para aplicagao em programas de
melhoramento genético de bovinos

Fabiane Siqueira’
Poliana Fernanda Giachetto?

Resumo — Variagbes no numero de copias de regides especificas do DNA,
ou simplesmente CNVs (Copy Number Variations), constituem um tipo de
marcador molecular que é encontrado com frequéncia nos genomas de
mamiferos e plantas. Em humanos, o impacto das CNVs sobre os fenoti-
pos ja foi relatado em caracteristicas adaptativas, mortalidade embrionaria
e em algumas doengas complexas como autismo, esquizofrenia, doencga
de Chron, artrite reumatoide, diabetes tipo | e obesidade. Comparadas aos
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), as CNVs envolvem um numero
maior de sequéncias genémicas, apresentando, potencialmente, um impacto
mais pronunciado na expressao génica, em fungéo de alteragbes na estru-
tura e na dosagem génica. Assim, acredita-se que esse marcador também
exerca um papel importante na determinagéo de fendtipos de interesse em
animais de produgao, o que torna o mapeamento das CNVs e a sua utiliza-
¢éo em estudos de associagao gendémica ampla (Genome-wide Association
Studies - GWAS) agdes extremamente importantes para prospecgéo de ge-
nes relacionados com caracteristicas fenotipicas de interesse econémico.
Neste contexto, equipes multidisciplinares envolvendo diferentes Unidades
da Embrapa tém se dedicado a estudos envolvendo a identificacdo de CNVs,
visando sua aplicagéo nos programas de melhoramento genético de bovinos
de corte e leite.

Termos para indexagao: animais de produgéo, gene candidato, genoma,
marcador molecular, variagao estrutural.

' Bidloga, Doutora em Ciéncias Bioldgicas (Genética), Pesquisadora da Embrapa Gado de Corte,
Laboratorio de Genémica e Melhoramento Animal — GEMA, Campo Grande, MS.

2 Zootecnista, Doutora em Produgdo Animal, Pesquisadora da Embrapa Informatica Agropecuaria,
Laboratério de Bioinformatica Aplicada — LBA, Campinas, SP.



Abstract — Copy number variations of specific regions of DNA (CNVs)
are a type of molecular marker that is often found in mammalian and plant
genomes. In humans, the impact of CNVs on phenotypes has been reported
in adaptive traits, embryonic mortality, and in some complex diseases such as
autism, schizophrenia, Chron’s disease, rheumatoid arthritis, type | diabetes,
and obesity. Compared to Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), CNVs
involve a larger number of genomic sequences, having a more pronounced
impact on gene expression due to changes in structure and gene dosage.
Thus, it is believed that this marker also plays an important role in determining
phenotypes of interest in production animals, which makes the mapping of
CNVs and their use in genome-wide association studies (GWAS) extremely
important actions for prospecting genes related to phenotypic traits of
economic interest. In this context, multidisciplinary teams involving different
Embrapa Units have been dedicated to studies involving the identification of
CNVs, aiming at their application in beef and dairy cattle breeding programs.

Index terms: candidate gene, farm animals, genome, molecular marker,
structural variation.
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Introducao

Variagdes no numero de copias ou CNVs (Copy Number Variations) con-
sistem em um tipo de variagao estrutural caracterizado por alteragbes no
numero de cépias de regides especificas do DNA, as quais resultam em du-
plicagdes ou delegbes de trechos do genoma maiores do que 50 pares de ba-
ses (pb) (MacDonald et al., 2014). As CNVs sao encontradas com frequéncia
em mamiferos, incluindo humanos (Redon et al., 2006), primatas (Gazave et
al., 2011; Gokcumen et al., 2011), roedores (Henrichsen et al., 2009) e ani-
mais de produgéo, tais como suinos (Fadista et al., 2008), aves (Crooijmans
et al., 2013), caprinos (Fontanesi et al., 2010), ovinos (Jenkins et al., 2016) e
bovinos (Liu et al., 2008).

De acordo com Conrad et al. (2010) e Clop et al. (2012), o numero de
nucleotideos localizados em regides de CNVs excede o numero de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) que sdo encontrados no genoma, o0 que
leva ao entendimento de que esta fonte de variagao gendmica pode exercer
um enorme impacto nos fenétipos. Estudos recentes demonstraram que no
genoma humano o numero de CNVs é superior a 12% (Zarrei et al., 2015).
Em bovinos da raga Nelore, o nimero de regides contendo CNVs - as CNVRs
(Copy Number Variant Regions), foi estimado em 13,05% do genoma (Lemos
et al., 2018).

As regides compreendidas pelas CNVs muitas vezes contém genes, ou
seja, genes que se pensava ocorrer sempre em duas copias por genoma
podem ser encontrados as vezes em uma, trés, ou mais copias, o que pode
levar a alteragdo dos niveis de expressao génica ou da estrutura de trans-
critos (Wang et al., 2019), em funcdo da dosagem e da disrupgcao génica
(Bhanuprakash et al., 2018). Por outro lado, a remocao e/ou alteragdo de
sequéncias regulatérias também podem afetar a regulacdo e a expresséo de
genes fora da regiao de CNV (Kleinjan e van Heyningen, 2005).

Essas alteracgdes justificam o seu efeito pronunciado nos fenétipos, con-
tribuindo para a variagao observada entre individuos, incluindo animais e
plantas. Em humanos, o impacto das CNVs sobre os fenoétipos varia des-
de alteragbes em caracteristicas adaptativas do individuo até a mortalidade
embrionaria (Hurles et al., 2008), passando por doengas complexas como o
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autismo, esquizofrenia, doenga de Chron, artrite reumatoide, diabetes tipo | e
obesidade (Zhang et al., 2009).

Em animais de producéo, os estudos que envolvem a detec¢cdo de CNVs
tém associado essa variante genética a caracteristicas de importancia eco-
némica (Zhou et al., 2018) e aos mecanismos evolutivos que levaram a
domesticagdo e adaptacdo dos animais a diferentes condigdes ambientais
(Bhanuprakash et al., 2018; Wang et al., 2015; Wang et al., 2019). Em bovi-
nos, a maior parte das CNVs identificadas até o momento afetam genes en-
volvidos na imunidade, lactacao, reprodugao e ruminagéao (Liu et al., 2010b).

Em plantas, ha crescentes evidéncias indicando que genes afetados por CNVs
estao associados com caracteristicas importantes, como resisténcia ao nematoide
do cisto da soja (Cook et al., 2012), tolerancia ao aluminio em milho (Maron et al.,
2013), tolerancia a toxicidade do boro na cevada (Sutton et al., 2007), aumento no
tamanho dos graos de arroz (Shomura et al., 2008), entre outras.

Diante do exposto e do numero crescente de CNVs mapeadas em bo-
vinos, tem-se a possibilidade de usar um marcador molecular alternativo
aos SNPs para estudos de associacdo gendmica ampla (Genome-wide
Associations Studies - GWAS), visando a identificagdo de genes relacionados
com caracteristicas fenotipicas importantes (Zhou et al., 2018). Dessa forma,
este documento apresenta uma revisao da literatura sobre este tema, com o
objetivo de despertar o interesse de pesquisadores e académicos para a rea-
lizacdo de estudos sobre identificacdo e analise de CNVs em bovinos, uma
vez que a identificagdo dessas variagdes e sua associagdo com fendtipos de
interesse econdmico pode ser utilizada como ferramenta para aplicagéo nos
programas de melhoramento genético, em especial quando integrada com a
genotipagem de marcadores SNPs, que atualmente ja é realidade em alguns
programas brasileiros de melhoramento de bovinos de corte.

Mecanismos de formacao das CNVs

As CNVs podem ser originadas a partir de células somaticas ou germinati-
vas (Gu et al., 2008). No primeiro caso, as CNVs geradas podem resultar em
eventos esporadicos, enquanto a ocorréncia em células germinativas, se nao
for deletéria, sera herdada e, eventualmente, ira segregar na populagao em
frequéncias significativas (Clop et al., 2012).
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As alteragGes no numero de cépias que caracterizam as CNVs podem ser
resultantes de duplicacdes ou delegbes de trechos do genoma que ocorrem,
geralmente, por meio de dois mecanismos: a recombinagdo homadloga nao
alélica e a recombinagao ndo-homologa.

Na recombinagéo homologa néo alélica (NAHR, Non-Allelic Homologous
Recombination), uma inser¢ao ou delecao podem ocorrer durante a meiose e
mitose, devido a recombinagao entre duas regides com sequéncias similares
entre cromossomos n&o homologos (Bhanuprakash et al., 2018).

J& na recombinag&o ndo homdloga, acredita-se que existam trés mecanis-
mos principais de geragdo de CNVs: jungéo de extremidades nao homadlogas
(NHEJ, Non-Homologous End-Joining), parada na forquilha de replicagao e
troca da fita molde entre regides com micro-homologia (FoSTeS, Fork Stalling
and Template Switching) e retrotransposicdo mediada por LINEs (Long
Interspersed Nuclear Elements) (Clop et al., 2012).

O mecanismo de NHEJ é utilizado pelas células para reparar quebras no
DNA dupla fita causadas por agentes exdgenos, como radiagao ionizante, es-
pécies reativas de oxigénio (Lieber et al., 2003), quimioterapicos, ou quando
duas forquilhas de replicagao convergentes encontram uma quebra no DNA
(Hastings et al., 2009). O processo envolve a detecgdo da quebra na dupla
fita, estabelecimento de uma ponte molecular, modificacdo das extremida-
des e ligagao (Weterings e Gent, 2004). No modelo FoSTeS, a forquilha de
replicacdo para durante o processo em uma determinada posi¢ao e entao a
fita descontinua pode trocar de template, mudando para outra forquilha pro-
xima em fungdo de uma micro-homologia, onde recomeca a sintese de DNA
(Sun et al., 2013). No caso da retrotransposigao, os transposons comumente
envolvidos na formagdo de CNVs, pelo menos em seres humanos, sdo os
retrotransposons LINE1, em associagdo com elementos SVA (Herrera et al.,
2016), os quais consistem em retroposons compostos pelos elementos SINE
(Short Interspersed Nucleotide Element), VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) e Alu (Ostertag et al., 2003).

Em humanos, estudos demonstraram que as CNVs estéo distribuidas em
hot spots, sendo as duplicagdes segmentais consideradas os principais cata-
lisadores da formacao de CNVs (Marques-Bonet et al., 2009). Por outro lado,
a anadlise de CNVs em uma populagéo de vacas holandesas, baseada no
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sequenciamento completo do genoma de 32 animais, evidenciou uma distri-
buicdo nao uniforme das variantes (Mielczarek et al., 2017).

Um nuamero maior de variantes estruturais ocorre em regides ricas em
genes, em comparacgao ao restante do genoma (Hou et al., 2012a). Dentro
dos genes, as regides nao traduzidas (UTRs — Untranslated Regions) e in-
trons, por sua vez, apresentam maior taxa de variagao estrutural do que as
regides codificadoras (Liu et al., 2011). Com relagao as categorias de genes,
trés foram observadas como sendo as mais enriquecidas com CNVs: i) genes
envolvidos com imunidade e sinalizag&o célula-célula; ii) genes que codificam
proteinas relacionadas a interagcdo com o ambiente, incluindo resposta imune
e olfato e, iii) retrovirus e genes codificadores de proteinas relacionadas a
transposicao (Li e Olivier, 2013). Por outro lado, a ocorréncia de CNVs é sig-
nificativamente reduzida em genes que codificam proteinas que mediam seu
efeito através de ligagdes proteina-proteina (Dopman e Hartl, 2007), genes
sensiveis a dosagem (Schuster-Bockler et al., 2010) e genes mais conserva-
dos (Li et al, 2011).

Assim como ocorre para outras mutagdes genéticas, algumas CNVs po-
dem ser herdadas, enquanto outras surgem espontaneamente, as denomina-
das CNVs de novo. van Ommen (2005) estimou que mais de 99% das CNVs
sédo herdadas, enquanto o restante é gerado de novo durante a meiose. De
acordo com Tizaoui (2018), a incidéncia de CNVs de novo é favorecida por
infecgdes, inflamagéo cronica, estresse celular, radicais livres gerados pela
resposta inflamatéria e fatores fisioldgicos diversos; variagdes somaticas
também podem causar fragilidade gendmica, aumentando a probabilidade de
rearranjos gendmicos. As variantes herdaveis podem reduzir ou aumentar a
expressao de determinados genes, os quais, em combinagdo com variagdes
somaticas, podem resultar em uma predisposicéo as doencgas (Tzaoui, 2018).

Metodos e algoritmos para a
identificagcdo das CNVs

Uma série de técnicas experimentais podem ser utilizadas na detecgao de
CNVs, incluindo a hibridizagao fluorescente in situ (FISH), hibridizagao gené-
mica comparativa (CGH) (Kallioniemi et al., 1992), analise de microarranjos
de oligonucleotideos representacional (ROMA) (Lucito et al., 2000; Lucito et
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al., 2003), arranjos ou chips de genotipagem de SNPs (Dellinger et al., 2010)
e, mais recentemente, o sequenciamento de genomas. Dentre essas técni-
cas, as mais utilizadas tém sido os arranjos de CGH (aCGH), os chips de ge-
notipagem de SNPs e 0 sequenciamento gendmico baseado nas tecnologias
de sequenciamento NGS (Next Generation Sequencing).

Ahibridizagdo gendmica comparativa, que substituiu em grande parte a téc-
nica de FISH em fungédo de um maior poder de resolugao (Pinkel e Albertson,
2005), consiste em microarranjos, geralmente elaborados a partir de sequén-
cias gendmicas inseridas em BACs (Bacterial Artificial Chromosomes), PACs
(Bacteriophage P1 - derived Artificial Chromosomes) e cosmideos, fixadas
em uma lamina, a qual é hibridizada com uma mistura de duas amostras de
DNA, teste e referéncia, onde cada uma delas € marcada com um corante
fluorescente diferente (Hupé et al., 2004; Ou et al., 2009). A comparagao da
medida da intensidade do sinal da amostra teste e da referéncia (que deve
possuir duas copias de cada regido gendbmica, com excegao das regides nao
pseudoautossOmicas em cromossomos sexuais, onde uma copia unica € es-
perada nos machos) permite a identificacao de regides que ganharam ou per-
deram DNA (Hupé et al., 2004). Regides com elevada intensidade de hibri-
dizagao sao inferidas como correspondentes a sequéncias contendo cépias
duplicadas em relacdo a amostra referéncia, enquanto regides com baixa
intensidade de hibridizagdo em relagdo a amostra referéncia, correspondem
a sequéncias deletadas na amostra teste (Schrider e Hahn, 2010).

Atualmente, Affymetrix, Agilent Technologies e Roche NimbleGen sao as
principais empresas fabricantes de aCGH para ampla cobertura do genoma.
No entanto, os arranjos também podem ser confeccionados de maneira cus-
tomizada, enriquecidos em regides genémicas sabidamente implicadas com
o fenodtipo que se deseja estudar (Constantini et al., 2018).

Os microarranjos de genotipagem de SNPs de alta densidade (ou chips
de SNPs) tém sido largamente utilizados na detecgao das CNVs, em fungao,
principalmente, da cobertura do genoma e custo, aliado ao amplo uso dessa
tecnologia nos estudos de associacao gendémica ampla (GWAS). Os chips de
SNPs de alta densidade possuem vantagens em relagdo aos aCGHs, como
um maior poder de resolugcdo do numero de copias, principalmente, no caso
da existéncia de pequenas diferencas entre o genoma referéncia e a amostra
teste (Redon et al., 2006).
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A inferéncia das CNVs a partir dos chips de SNPs requer a obtencao de
intensidades de sinal de alta qualidade, assim como informagéo sobre a fre-
quéncia alélica para cada loco analisado. A maioria dos métodos utilizados na
analise de dados de genotipagem de SNPs para a identificagdo de CNVs faz
a detecgéo a partir dos dados de LRR (log2 da razdo de R, onde R é o valor
normalizado da intensidade total obtida para os dois alelos do SNP) e BAF
(frequéncia do alelo B; medida normalizada da relagao de intensidade alélica
para cada SNP). De maneira resumida, se os dois alelos de um SNP sao de-
sighados A e B e as suas intensidades normalizadas, a e b, respectivamente,
a delegao ou duplicagao da regiao do DNA que os contém ira resultar em uma
reducdo ou aumento da intensidade do sinal. Assim, para a estimativa da
CNV, a e b séo transformados em R, onde R = a + b, e 6 é calculado, onde 6
= arctan (a/b) / (n/2). R mede a intensidade combinada do sinal dos alelos A e
B e 6 mede a razdo de intensidade alélica relativa (Li e Olivier, 2013).

Devido a natureza dos dados gerados, algoritmos baseados em modelos
ocultos de Markov (HMM, Hidden Markov Models) tém sido frequentemente
utilizados na analise de dados de genotipagem de SNPs para a identifica-
¢éo de CNVs, como € o caso do QuantiSNP (Collela et al., 2007), PennCNV
(Wang et al., 2007), GenoCN (Sun et al., 2009), e MixHMM (Liu et al., 2010).
Nesses algoritmos, os estados ocultos representam o numero de cépias de
sondas (probes) adjacentes (Li e Olivier, 2013) e eles diferem na manei-
ra como a probabilidade de transigdo e emisséo séo calculadas (Seiser e
Innocenti, 2014).

Um dos programas mais utilizados na identificagdo de CNVs a partir de
dados de genotipagem é o PennCNV, uma ferramenta de software livre, de-
senvolvida em Perl — Pratical Extract and Report Language, que incorpora
varios componentes em um modelo HMM. O PennCNV analisa os padrdes
de intensidade do sinal em todo o genoma e identifica, por meio dos sinais
de marcadores SNPs consecutivos, as mudangas no numero de copias de
trechos do genoma (Wang et al., 2007).

O PennCNYV utiliza as duas medidas de intensidade de sinal calculadas
para cada SNP, o LRR e o BAF, gerados a partir das plataformas de genoti-
pagem conforme descrito acima. A combinag¢ao dos valores de LRR e BAF
pode ser usada para inferir o nimero de cépias de regides do genoma, como
ilustrado na Figura 1. Quando ocorre uma delegéo, ha diminuigdo dos valores
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de LRR e uma auséncia de heterozigotos nos valores de BAF (os agrupa-
mentos de gendtipos de SNPs localizam-se ao redor de 0 ou 1). Na presenga
de uma duplicagao, ha um aumento nos valores de LRR e uma separagéo do
gendtipo heterozigoto em dois grupos.

4468633018 [64]

0.8
0.6

0.4

B Allele Freq

Log R Ratio

‘
B D

Figura 1. Valores de BAF (frequéncia do alelo B, painel superior) e LRR (log2 da razao
de R, onde R ¢é o valor normalizado da intensidade total obtida para os dois alelos do
SNP, painel inferior) no cromossomo 20 de um individuo, mostrando uma delegéo e
uma duplicagdo. Quando se tem uma delecgéo, os valores de BAF se agrupam ao redor
de 0 ou 1 e séo ausentes ao redor de 0,5. No caso de uma duplicagéo, os valores de
BAF se agrupam ao redor de 0, 0,33, 0,67, e 1, refletindo os gendtipos AAA, AAB, ABB
e BBB, respectivamente. No caso do LRR, quando ocorre uma delegao, os valores
observados para os marcadores SNP da regido deletada diminuem; quando ocorre
uma duplicagao, os valores de LRR aumentam. Adaptado de Wang et al. (2007).

Com o avango das tecnologias NGS, abordagens de identificacdo de
CNVs baseadas na analise de sequéncias tornaram-se mais acessiveis.
Comparado aos aCGHs e aos chips de genotipagem de SNPs, onde as
sondas sao pré-definidas para regides genémicas limitadas, as leituras (ou
reads) geradas a partir das plataformas de sequenciamento amostram, de
maneira aleatdria, todo o genoma analisado (Zhao et al., 2013). As vanta-
gens do sequenciamento ainda incluem uma maior resolugédo e estimativa
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mais acurada das CNVs, identificacdo mais precisa dos limites das alteragbes
(bordas das CNVs) e também a identificacdo de variagdes mais sutis, como
€ 0 caso das inversdes e pequenas insergdes e delegdes (Tuzun et al., 2005;
Zhao et al., 2013).

A deteccdo de CNVs baseada em dados de sequenciamento NGS pode
ser realizada utilizando-se diferentes abordagens, como o mapeamento de
reads pareadas (MRP), profundidade de reads (RD), analise de reads divi-
didas (SR), montagem de novo do genoma ou a combinag¢ao de todas elas
(Zhao et al., 2013). Cada método possui diferentes potencialidades e limita-
¢bes e nenhuma ferramenta sozinha é capaz de identificar as variagdes no
DNA em sua totalidade (Pirooznia et al., 2015), sendo os algoritmos basea-
dos em MRP e RD (Figura 2), atualmente, os métodos mais populares para a
deteccao de CNVs com dados de NGS (Zhang et al., 2019).

RD MRP
A —
—
— e— — —
B
x NN/ / Figura 2. Padrdes de
— Y CNVs identificadas

a partir de dados
de sequenciamento
total do genoma, utili-
zando as estratégias
de profundidade de
reads (RD) e ma-
peamento de reads
pareadas (MRP), evi-
denciando uma dele-
¢ao (A), insergao de
uma nova sequéncia
(B), inversdo (C) e
duplicagdo (D). As
setas simbolizam as

reads. Adaptado de
delecdo duplicacéo insercéo inserto  Tattini et al. (2015).
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O MRP baseia-se na analise das discrepancias do tamanho e da orientacao
de multiplas sequéncias de reads pareadas em um genoma referéncia (Tuzun
et al., 2005). Distancias significativamente distintas dos tamanhos de insertos
pré-determinados na construgao das bibliotecas gendémicas sao consideradas
CNVs e esse método pode identificar ndo somente duplicagdes e delegdes,
mas também insergdes de elementos méveis, inversdes e duplicagdes em tan-
dem (Zhao et al., 2013). Por outro lado, o MRP n&o identifica eventos de in-
sercbes maiores do que os tamanhos dos insertos das bibliotecas construidas
para o sequenciamento (Medvedev et al., 2009), assim como CNVs em regides
de baixa complexidade com duplicagbes segmentais (Zhao et al., 2013).

Existem hoje varias ferramentas para a deteccdo de CNVs a partir de
dados de MRP, tais como o PEMer (Korbel et al., 2009), BreakDancer (Chen
et al., 2009) e Ulysses (Gillet-Markowska et al., 2014). Essas ferramentas
utilizam, geralmente, abordagens de analise baseadas em duas estratégias
diferentes, o método de agrupamento e o método baseado em modelo. O mé-
todo de agrupamento adota a distancia pré-definida para identificar as reads
discordantes, enquanto o método baseado em modelo utiliza um teste de pro-
babilidade para identificar distancias nao usuais entre os pares de reads, em
comparacao com a distribuicdo das distancias no genoma (Zhao et al., 2013).
PEMer e BreakDancer sdo ferramentas que utilizam o método de agrupa-
mento, enquanto Ulysses emprega testes estatisticos baseados na cobertura
relativa da variagdo candidata (Pirooznia et al., 2015).

Métodos de identificacdo de CNVs baseados na profundidade das reads
(RD) fundamentam-se na hipétese de que a profundidade de cobertura das
reads em uma regido gendmica é correlacionada com o numero de cépias da
regido (Teo et al., 2012). As estratégias utilizadas na analise de RD séo clas-
sificadas em trés categorias, dependendo do delineamento adotado no estu-
do: amostra unica, amostras pareadas caso-controle ou grandes populag¢des
de amostras. No caso de amostra Unica, a estratégia utilizada consiste em
estimar a distribuicdo da profundidade das reads usando modelos matemati-
cos para identificar regides com padrées anormais em relagéo a distribuigao
observada das reads por todo 0 genoma; nas amostras pareadas, o numero
de copias das amostras teste em relagéo a controle (genoma referéncia) é re-
portado, enquanto que nos estudos baseados em populagado, a média global
da distribuicdo da profundidade das reads € usada para identificar as CNVs
(Zhao et al., 2013).



16 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 45

A estimativa de CNVs por meio do método RD segue basicamente os
seguintes passos: i) as reads sao alinhadas ao genoma referéncia e conta-
das dentro de uma janela de tamanho pré-definida; ii) as contagens sao nor-
malizadas para remocgao de eventuais vieses devidos ao contetudo de GC e
regides repetitivas, entre outros; iii) um algoritmo de segmentagéo € aplicado
para identificar as janelas continuas que possuem o mesmo nimero de CNVs
e determinar os ganhos e perdas de regiées do genoma; iv) a significancia
estatistica das CNVs identificadas é predita e filtros sdo aplicados (Boeva
et al., 2011, Janevski et al., 2012, Zhao et al., 2013, Pirooznia et al., 2015).
Comparado aos demais métodos baseados em NGS, o RD é capaz de detec-
tar o numero exato de copias (Salmi et al., 2017) e tem uma acuracia maior
na deteccao de grandes CNVs (Yoon et al., 2009).

Estudos de CNVs na identificacao de
genes importantes para a bovinocultura

Em 2008, Liu e colaboradores identificaram as primeiras CNVs em animais
taurinos (Liu et al., 2008) em um estudo de baixa escala (somente cinco ani-
mais) dentro do Bovine HapMap Consortium (https://bovinegenome.elsiklab.
missouri.edu/). Utilizando a técnica de aCGH, os autores identificaram 25
CNVs em 16 autossomos de trés bovinos da raga Holandés e dois Hereford.
Em 2010, utilizando uma estratégia combinada, que envolveu a utilizagao de
aCGH e FISH, Liu e colaboradores identificaram 117 CNVRs (Copy Number
Variation Regions) a partir de Bos taurus, Bos indicus e ragas compostas (Liu
etal., 2010). A analise das CNVRs evidenciou diferengas especificas entre as
ragas na frequéncia das CNVRs, as quais refletiram aspectos relacionados
a ancestralidade dos animais, como a domesticagcéo e formagao das racgas.
A anadlise dos genes contidos nas CNVRs identificou fun¢des bioldgicas enri-
quecidas, tais como imunidade, lactagao, reprodug¢ao e ruminagao.

Com a implementacdo do Bovine SNP50 BeadChip (lllumina), a genoti-
pagem de SNPs em larga escala possibilitou um rapido avango no estudo
das CNVs em bovinos (Matukumalli et al., 2009). Os autores identificaram
79 CNVs a partir da genotipagem de 576 animais de 21 racgas bovinas, in-
cluindo ragas africanas, compostas, zebuinas e taurinas e verificaram que
grande parte das CNVs preditas continham genes que desempenham papéis
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importantes na determinacao da divergéncia das subespécies, como genes
de receptores olfatérios (OR), genes relacionados a resposta imune (UL16
binding protein 2 e ATP-binding cassete, sub-family C (CFTR/MRP), mem-
ber 4) e genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC - BoLA)
(Matukumalli et al., 2009).

A publicacédo da sequéncia do primeiro genoma bovino em 2009 (Elsik
et al., 2009) e os avangos na tecnologia de sequenciamento de DNA pos-
sibilitaram caracterizagbes mais profundas das variagdes genéticas pre-
sentes nesses animais (Stothard et al., 2011). De acordo com Zhou et al.
(2018c), as analises baseadas em métodos que utilizam o sequenciamen-
to gendbmico sdo drasticamente mais sensiveis do que as metodologias
baseadas em microarranjos na detecgdo de CNVs, além de possibilitarem
a identificacdo de pequenas inserc¢oes e delegdes e ainda, com algumas
limitagcbes, eventos de inversdes e retrotransposicédo. Assim, observa-se,
geralmente, um numero maior de CNVs identificadas a partir do re-se-
guenciamento completo dos genomas dos animais investigados e compa-
racdo com o genoma bovino referéncia. Atualmente, em fung¢ao do exten-
so nivel de anotacdo, o genoma referéncia mais utilizado na identificagao
de CNVs em bovinos a partir de dados de sequenciamento é o UMD3.1
(https://bovinegenome.elsiklab.missouri.edu/), que foi utilizado nos estu-
dos apresentados a seguir.

A partir do sequenciamento de 75 individuos representando seis racas
bovinas nativas da China e duas ragas exoticas especializadas para a pro-
ducéo de carne, Mei et al. (2019) identificaram 11.486 CNVRs. A analise de
agrupamento dessa populagéo separou os animais em trés clados, incluindo
Bos taurus, Bos indicus e Bos taurus x Bos indicus e o enriquecimento funcio-
nal evidenciou genes associados com caracteristicas econémicas tais como
adaptacao, producdo de carne e cor da pelagem.

Uma detalhada caracterizagdo das CNVs identificadas por meio do se-
quenciamento total do genoma de 200 animais de ragas francesas para corte
e leite evidenciou 1.100 variantes abrangendo 1.803 genes, dos quais 86%
correspondiam a genes codificadores de proteinas nao conhecidas, 66 eram
pseudogenes, 26 genes codificadores de micro-RNAs, 87 genes codifica-
dores de pequenos RNAs nucleares e nucleolares, 38 RNAs ribossomais e
nove genes codificadores de outros RNAs (Letaief et al., 2017). Um total de
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186 regides deletadas removeram parcialmente ou totalmente um gene, re-
fletindo possiveis alteragbes na expressao génica e perturbagdes nas vias
as quais eles pertencem. Ainda, 1.095 variantes estavam localizadas dentro
de regides de QTLs (Quantitative Trait Loci) associadas com importantes ca-
racteristicas em bovinos, como peso corporal, taxa de concepcéao e teor de
gordura no leite (Letaief et al., 2017).

Um total de 14.821 CNVs, incluindo 5.025 duplicagbes e 9.796 delegdes
foram encontradas com o sequenciamento de oito touros da raga Holandés
com estimativas de valores genéticos extremamente altos e baixos para
porcentagem de proteina e gordura no leite, sendo que 487 CNVRs dife-
renciavam esses dois grupos de animais (Gao et al., 2017). Dentro dessas
CNVRs diferenciais, 235 genes funcionais foram identificados, os quais fo-
ram significativamente enriquecidos para fungdes bioldgicas relacionadas
a metabolismo lipidico e proteico, cascata de sinalizagdo de insulina e IGF
(insulin-like growth factor), prolactina e AMPK (activated protein kinase) e
95 das CNVRs estavam sobrepostas com 75 QTLs associadas com protei-
na e gordura do leite.

O sequenciamento total do genoma de duas ragas chinesas de bovinos,
Nanyang e Qinchuan, originadas a partir de Bos indicus e Bos taurus, res-
pectivamente, foi realizado com o objetivo de identificar as caracteristicas
genéticas responsaveis pela variacao fenotipica observada entre elas, sen-
do identificadas 2.907 CNVs, as quais abrangiam 495 genes funcionais,
enriquecidos para sistema imune e adaptabilidade ao ambiente (Xu et al.,
2017). Os autores observaram que o gene codificador do receptor da leptina
(LEPR) apresentou um numero de coépias significativamente maior nos ani-
mais Qinchuan, o que foi relacionado com a maior deposig¢éo de gordura no
musculo desses animais.

A elevada sensibilidade e resolugao da técnica, associada aos custos
decrescentes do sequenciamento genémico, além de aumentar a lista de
CNVs identificadas, tém possibilitado a realizagdo de estudos que avangam
no sentido de se compreender os padrdes de distribuicdo e segregagao das
mesmas nas populagdes de bovinos. Este avango, no entanto, é criticamente
dependente da qualidade dos genomas montados (Couldrey et al., 2017), os
quais, segundo os autores, ainda ficam atras da qualidade observada atual-
mente para o genoma humano.
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Tecnologias de sequenciamento que geram reads longas, que compreen-
dem dezenas de milhares de pares de bases, como a PacBio, estdo contri-
buindo para o fechamento das lacunas e montagem de regides complexas
das atuais sequéncias dos genomas referéncia (Rhoads e Au, 2015). Este
fato, juntamente com a capacidade das tecnologias de reads longas em se-
quenciar extensas regides repetitivas, fazem delas a plataforma mais indi-
cada para o uso na identificacdo de CNVs, embora o seu custo ainda seja
limitante (Couldrey et al., 2017).

Nesse sentido, Mielczarek et al. (2017) sequenciaram o genoma completo
de 32 vacas da raga Holandés para avaliar a variabilidade entre os individuos
com relagao a distribuicdo e tamanho das CNVs, além de anotar funcional-
mente o efeito da posicdo das mesmas. Uma elevada e significativa variagao
foi observada no tamanho e nimero de CNVs entre os animais, sendo a
maior parte das delegbes (mais numerosas) e duplicagbes localizadas em
regides intergénicas e introns e poucas identificadas em transcritos ndo co-
dificadores e regides de splicing. De maneira geral, genes que apresentam
baixa pressao de selecdo mostraram um numero significativamente maior de
CNVs, sendo que o gene que codifica para uma proteina quinase dependente
de cGMP do tipo | exibiu o maior numero de delegdes, enquanto um receptor
de células T apresentou o maior numero de duplicagdes.

Com o objetivo de caracterizar as diferencas no conteudo génico, regu-
lagao e estrutura entre o genoma bovino e o do bufalo de rio, Li et al. (2019)
utilizaram o genoma referéncia UMD3.1 como base para comparagdes com o
genoma de 14 bubalinos. Os autores identificaram 127 CNVRs deletadas no
genoma dos animais e, por meio dessas regides, descobriram cinco genes
ausentes no genoma nos bufalos, em comparagéo aos bovinos. Os genes
deletados foram confirmados por analises de expressao génica dos animais
e associados as variagdes fenotipicas observadas entre as espécies.

Utilizando uma estratégia hibrida, que envolveu o sequenciamento PacBio
(reads longas) de um touro representativo de rebanhos leiteiros da Nova
Zelandia e o sequenciamento lllumina (reads curtas) de 556 animais dentro
da populagao, incluindo duos e trios, Couldrey et al. (2017) utilizaram uma
metodologia baseada no pedigree e identificaram um grupo de CNVs segre-
gantes nos animais, sendo observado um padréo de distribuicdo multimodal
nas CNVs classificadas como altamente transmissiveis.
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Embora a maior parte dos estudos de CNVs em animais de producgao ainda es-
tejam relacionados a sua descoberta e predigéo de seus efeitos sobre os fenétipos
com base na fungao dos genes encontrados dentro das regides de CNVs (Zhou
et al., 2016), uma série de estudos de associacao gendmica ampla (GWAS) utili-
zando esse tipo de marcador como alternativa aos SNPs, ja tém sido publicados.

Utilizando o Bovine SNP50 BeadChip, Xu et al. (2014a) identificaram em fé-
meas da raga Holandés 34 CNVs significativamente associadas com caracte-
risticas relacionadas a produgao de leite. Em animais da raga Angus, a mesma
equipe identificou uma delegao de CNV significativamente associada com OPG
(ovos por grama de fezes) em um estudo relacionado a resisténcia da popula-
¢ao a nematoides gastrintestinais (Xu et al., 2014b). Hou et al. (2012a) também
identificaram CNVs significativamente associadas as diferencas na resisténcia
a nematoides gastrintestinais comparando duas popula¢des de animais Angus,
sendo uma caracterizada como resistente e outra susceptivel aos parasitas.

A mesma estratégia de comparagao de dois grupos de animais com fe-
noétipos extremos, no caso para eficiéncia alimentar, utilizando o consumo
alimentar residual (CAR) de vacas Holandesas como estimativa, foi utilizada
por Hou et al. (2012b). Os autores encontraram CNVRs especificas a cada
grupo €, analisando os genes contidos nessas regides, identificaram uma
prevaléncia de genes relacionados a resposta inflamatéria e imunidade nos
animais mais eficientes para CAR, enquanto nos animais menos eficientes,
genes envolvidos com desenvolvimento 6sseo e de 6rgdos foram mais repre-
sentados (Hou et al., 2012b).

Ben Sassi et al. (2016), utilizando o Bovine SNP50 BeadChip, detectaram
em animais da raca Holandés 15 CNVRs associadas com caracteristicas de
conformagao e produgao, tais como proteina e gordura no leite, estatura das va-
cas, angulo do pé, profundidade do ubere e dias vazios. Também em animais da
raca Holandesa, Duran Aguilar et al. (2017) utilizaram o BovineHD Genotyping
BeadChip (llumina) para identificar CNVs e por meio de analises de associagéo
(GWAS) encontraram CNVRs significativamente associadas com o escore de con-
tagem de células somaticas do leite, além de 18 genes candidatos nestas regides.

Ainda em animais da raga Holandés, um estudo baseado em GWAS identificou
87 CNVRs significativamente associadas com caracteristicas complexas em reba-
nhos leiteiros, relacionadas a reprodugéo, produgao e conformacao corporal, a par-
tir da genotipagem de 47 touros utilizando a estratégia de aCGH (Liu et al., 2019).
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Analisando amostras de 2.230 animais Nelore com o BovineHD, Zhou et
al. (2016) encontraram 17 CNVs significativamente associadas com a confor-
magao, musculatura e precocidade a desmama e ao sobreano e ganho de
peso a desmama. Silva et al. (2016) genotiparam bovinos Nelore machos e por
meio de GWAS identificaram seis regides associadas com maciez da carne,
incluindo uma regido do cromossomo 3 que contem genes da via do cAMP e
cGMP, os quais sdo conhecidos por influenciar a hipertrofia, metabolismo e re-
generacao do musculo esquelético (Berdeaux e Stewart, 2012). Uma associa-
¢ao significativa de 12 CNVRs com a taxa de conversao alimentar de animais
Nelore foi identificada a partir de dados de genotipagem realizada em quatro
diferentes plataformas - Bovine SNP50 BeadChip, BovineHD BeadChip, GGP
Indicus Neogen HD e Affymetrix Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array, sendo os
dados avaliados conjuntamente por meio de imputacao. Os genes encontrados
nas regides de CNVs foram relacionados a metabolismo energético, lipidico
e protéico, os quais, segundo os autores, sao diretamente relacionados com
eficiéncia alimentar em gado de corte (Santana et al., 2016).

Com o objetivo de analisar CNVs que diferenciavam as linhagens, Yang et
al. (2017) identificaram, por meio de GWAS de uma populagdo composta por
oito ragas de bovinos nativos da China genotipada com o chip BovineSNP50,
CNVs associadas a selecao divergente para adaptacdo as condigdes am-
bientais. Foram identificados 13.225 eventos de CNVs e 3.356 CNVRs, as
quais continham 1.522 genes anotados. Estes genes foram relacionados a
importantes fungées moleculares e processos bioldgicos, tais como proces-
sos metabdlicos, resposta a estimulos e sistema imune.

Estudos de identificacdo de CNVs
realizados pela Embrapa

Dados de genotipagem de bovinos de corte e de leite utilizando chips
de DNA de diferentes densidades sao largamente gerados na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) para estudos de associagao
de gendtipos com caracteristicas de interesse econémico. Estes estudos vi-
sam a geragao de conhecimentos e de solugdes de inovagao que possam ser
aplicadas ao melhoramento genético dos rebanhos nacionais. Com relagcao
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a identificacdo e analises de CNVs, alguns trabalhos cientificos ja foram rea-
lizados ou ainda estdo em andamento em diferentes Unidades da Embrapa.

Silva et al. (2016b) realizaram a primeira analise ampla de CNVs em uma
populagcao de bovinos Nelore composta por 1.717 animais genotipados em
alta densidade (BovineHD com aproximadamente 770 K SNPs). Além disso,
0s autores sequenciaram o genoma completo de oito touros ancestrais im-
portantes para a raga, com uma cobertura minima de 20X. Objetivou-se com
este estudo fazer uma analise de alta resolugao para detectar e caracterizar
CNVs na raga Nelore, além de estimar frequéncias de variantes especificas
desta raca. Um total de 68.007 CNVs, representando 54.510 duplicagdes de
copia unica, 1.729 duplicagdes de copia dupla, 11.672 dele¢des de cdpia uni-
ca e 96 delegdes de cépia dupla, foram identificadas com a analise de dados
de genotipagem. O numero de SNPs em cada CNV detectada variou de 20
a 1.420 e o comprimento das CNVs variou de 20,01 Kb a 7,75 Mb. Para os
dados de NGS dos touros foram detectadas um total de 12.786 CNVs, re-
presentando 999 duplicacdes e 11.787 delegdes, com tamanhos médios de
252,8 +692,0 Kb e 22,9 + 194,2 Kb, respectivamente.

De acordo com os autores, diferentes métodos para condensar CNVs
sobrepostas em regides variantes de numero de copias ja foram propos-
tos (Butter et al., 2013; Kim et al., 2012; Glessner et al., 2013). As CNVRs
da raca Nelore foram identificadas usando o JM-CNV (Java Merging Copy
Number Variants), que considera o comprimento e a frequéncia da CNV, re-
move CNVs extremamente longas ou pouco frequentes da analise inicial e
resolve problemas observados no ponto de interrupgdo (Alkan et al., 2011;
Meyerson et al., 2010). As 68.007 CNVs detectadas foram condensadas em
7.319 CNVRs, representando uma cobertura total de 1,56 Gb (61,91%) do
genoma autossémico bovino. Um total de 2.306 duplicagdes, 212 deleg¢des
e 4.801 duplicagdes e delegbdes foram observadas nas CNVRs identificadas.
Foi relatada uma alta correlagdo positiva entre 0 nimero de CNVRs detec-
tadas e o tamanho dos cromossomos bovinos (0,98), contrariamente ao que
foi observado em termos do numero total de CNVs detectadas (0,34). Os
autores verificaram que um total de 4.097 CNVRs (55,98%) estao localizadas
em regides do genoma contendo 10.399 genes anotados, que podem ser
classificados funcionalmente como codificadores de proteinas (n = 10.070),
microRNAs (n = 159), pequenos RNAs nucleolares - snoRNA (n = 148), pe-
quenos RNAs nucleares - snRNA (n = 10), pequenos RNAs diversos que nao



se enquadram nas outras definigbes de RNAs - miscRNA (n = 8) e RNAs
ribossomais - rRNA (n = 2). A anotagao automatizada desses genes com ter-
mos do Gene Ontology (GO) revelou categorias importantes, incluindo pro-
cessos metabdlicos e celulares, regulagédo bioldgica, resposta a estimulos,
sinalizacao celular, reprodugédo e crescimento. Portanto, uma investigacao
mais aprofundada dessas regides podera revelar informagdes importantes
para compreensao dos mecanismos subjacentes que afetam caracteristicas
econdmicas importantes em bovinos.

Os resultados obtidos por Silva et al. (2016b) permitiram comparagdes
diretas entre os resultados da detecgdo de CNVs por meio da utilizagdo de
duas plataformas distintas (BovineHD e dados de NGS) com resultados de
estudos independentes publicados na literatura. Dessa forma, o mapa de
CNVs de bovinos foi significativamente enriquecido e foi possivel identificar
variantes potencialmente associadas com caracteristicas de interesse, prin-
cipalmente nas regides do genoma que abrigam QTLs que afetam as carac-
teristicas de produgéo. Este trabalho fornece informagdes importantes que
poderao contribuir para o desenvolvimento de estudos futuros de associagao
entre CNVs e caracteristicas de produgao importantes para o melhoramento
genético em bovinos.

Silva et al. (2016a), também utilizando a versdo HD do Bovine BeadChip
(lumina), investigaram 723 bovinos machos da raga Nelore e identificaram
49.997 CNVs e 2.649 CNVRs, usando os softwares PennCNV (Wang et al.,
2007) e CNVRuler (Kim et al., 2012), respectivamente. A propor¢gao cromos-
sOmica coberta pelas CNVRs variou entre os cromossomos (de 2,3% no
BTA22 a 19,7% no BTA15) e o numero de regides com perda e ganho de
copias foi de 1.454 e 891, respectivamente. CNVRs com tamanho entre 5 e
50 kb representaram a maioria das regides identificadas (71,4%), enquanto
CNVRs maiores que 1 Mb raramente foram observadas (0,5%).

Os autores compararam esses resultados com estudos anteriores e ob-
servaram uma sobreposicado em aproximadamente 1.400 CNVRs (> 50%).
Um total de 1.155 CNVRs (43,6%) se sobrepds a 2.750 genes, 0s quais se
mostraram enriquecidos para processos envolvendo guanosina tri-fostato
(GTP), que influenciam a morfologia e fisiologia do musculo esquelético. Os
CNVRs da raga Nelore também se sobrepuseram a QTLs para maciez de
carne relatados em outras ragas (8,9%, 236 CNVRs) e em um estudo an-
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terior realizado com essa mesma populagao (4,1%, 109 CNVRs — Tizioto et
al., 2013). Varias CNVRs polimérficas (encontradas em mais de 1% da po-
pulagéo) se sobrepuseram aos QTLs associados com maciez de carne em
bovinos no banco de dados QTLdb (Hu et al., 2013). As familias de genes
das enzimas peptidase e protease enriquecidas nessas regides tém um papel
fundamental no amaciamento da carne durante o processo post-mortem, pois
estdo envolvidas na protedlise associada a maciez e na renovagao do tecido
conjuntivo (Sentandreu et al., 2002). De acordo com os autores, duas CNVRs
também estéo localizadas préximas aos genes do metabolismo da glutationa,
os quais também foram anteriormente associados a maciez de carne. Dez
CNVRs que se sobrepuseram as regides associadas com maciez de carne
foram validadas com sucesso utilizando a metodologia de PCR quantitativo
em Tempo Real (Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time).

Em bovinos de leite, Silva et al. (2014) investigaram, com base no chip
BovineHD, a abundancia e a distribuicdo de CNVs e CNVRs em uma popula-
¢ao de 476 bovinos Gir brasileiros. Para identificacdo das CNVs foi utilizado
o software PennCNV (Wang et al., 2007) e para determinagdo das CNVRs
o software CNVRuler (Kim et al., 2012). Foram encontradas 26.672 CNVs,
sendo em média 62 CNVs por animal. Além disso, 1.898 CNVRs foram de-
tectadas nos cromossomos autossémicos, com 96% destes entre 1,1 Kb e
100 Kb. A ferramenta VEP (Variant Effect Predictor) do Ensembl, usando as
informagdes das CNVRs como entrada, encontrou 913 regides codificadoras,
sugerindo que as regides dos éxons estavam duplicadas.

Carmo et al. (2015) identificaram CNVs associadas com caracteristicas
reprodutivas e produtivas em 475 bovinos Gir leiteiro genotipados no chip
BovineHD da lllumina. As PTAs (Predicted Transmitting Ability) para as ca-
racteristicas de producgéo de leite, de gordura, de proteina e produgéo de so-
lidos avaliadas em até 305 dias, além de percentual de gordura, de proteina,
de solidos e idade ao primeiro parto foram preditas pela Embrapa Gado de
Leite com base na lactagdo das vacas Gir presentes no Arquivo Zootécnico
Nacional de 2014. Um total de 735.303 SNPs foram mapeados em 29 cro-
mossomos autossémicos na montagem do genoma bovino UMD3.1. Foram
observadas 155 CNVs associadas significativamente com as oito caracteristi-
cas estudadas. Dentre os genes associados com mais de trés caracteristicas
muitos foram previamente relatados como associados com caracteristicas
reprodutivas e produtivas em diversas ragas bovinas. De acordo com os au-
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tores, os resultados obtidos indicam que as CNVs identificadas apresentam
relacdo funcional direta com a producéo de leite € que uma mesma CNV
pode estar envolvida com a manifestagédo de diversas caracteristicas de inte-
resse econdmico em bovinos da raca Gir.

A fim de fornecer uma base para futuros estudos de associagédo, Chud et
al. (2018) identificaram CNVRs na raga composta Girolando, resultante de
acasalamento entre as ragas Holandés (taurina) e Gir (zebuina). Um método
de profundidade de leitura foi realizado usando o software CNVnator em da-
dos NGS de dois touros Girolando, dois Gir e 10 holandeses. As CNVs indivi-
duais foram fundidas em CNVRs com base em regides gendmicas que se so-
brepuseram em pelo menos 1 pb. No total, foram identificadas 1.286 CNVRs,
sendo 520 delegbes, 255 duplicagcbes e 511 regides mistas nos genomas de
todas as amostras. Os autores observaram 34 CNVRs, sendo nove delegdes
e 25 mistas em comum (sobreposicdo > 50%) apenas entre Girolando e a
raca Holandesa, e 181 CNVRs (20 delecdes, 21 duplicacdes, 140 mistas) ape-
nas entre Girolando e Gir, sugerindo heranca de origem parental das ragas
Holandesa e Gir, respectivamente. Em uma dessas CNVRs especificas da
raca Holandesa encontra-se o gene da citocina da familia interleucina 6 (LIF),
que esta ligado a produgéo de gordura e caracteristicas de fertilidade em ani-
mais holandeses. Genes relacionados com resisténcia a doencas (por exem-
plo, o gene CD4) também coincidiram com as CNVRs presentes apenas em
bovinos Gir e Girolando, sugerindo uma origem zebuina para a CNV. Esses
resultados mostraram evidéncias de CNVRs especificas compartilhadas entre
Girolando e ragas puras que poderao ser analisadas em analises futuras vi-
sando sua aplicagdo nos programas de melhoramento dessas racgas.

Atualmente, esta em fase final de conclusdo na Embrapa Gado de Corte, em
parceria com a Embrapa Instrumentacao Agropecuaria, uma atividade de pesqui-
sa que visa identificar CNVs e genes associados com caracteristicas de interesse
econdmico em bovinos da raga Canchim. De 2011 a 2019 foram coletadas pela
Embrapa Gado de Corte, com o apoio da ABCCAN (Associagéo Brasileira dos
Criadores de Canchim), de criadores, do Programa Embrapa de Melhoramento
de Bovinos de Corte — Geneplus e da Embrapa Pecuaria Sudeste, amostras
biolégicas e informagdes fenotipicas de, aproximadamente, 1.800 touros jovens
participantes das Provas Canchim de Avaliagédo de Desempenho (PCAD). As ca-
racteristicas avaliadas foram: peso ao nascimento, peso ao sobreano, ganho de
peso no confinamento, perimetro escrotal, conformagéo frigorifica, area de olho
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de lombo, marmoreio, espessura de gordura na carcaga, pelagem, pigmentacao
de mucosas, aprumos e comprimento de umbigo. Até 0 momento, aproximada-
mente 1.100 animais das PCADs foram genotipados em painéis de SNPs de alta
e média densidade da plataforma lllumina.

Com esse banco de dados estdo sendo desenvolvidas agdes de pesquisa
que visam avaliar a viabilidade de implementacao da selecdo gendmica nas
avaliagOes genéticas desta raca e estudos de associagao que objetivam iden-
tificar regides cromossOmicas, genes e marcadores moleculares que estejam
relacionados com a manifestagao de fenoétipos de interesse econdmico, com
o intuito de desenvolver ferramentas gendmicas que possam ser aplicadas
no programa de melhoramento da raga.

O Canchim é fruto de um trabalho de pesquisa iniciado na década de
1940, na Embrapa Pecuaria Sudeste, por pesquisadores brasileiros que bus-
cavam um animal que reunisse as caracteristicas produtivas das ragas tauri-
nas com a rusticidade dos zebuinos, sendo esta uma caracteristica extrema-
mente importante para aumentar a produtividade dos rebanhos em regides
tropicais. Para a formagéo da raga Canchim foram utilizados touros Charolés
e fémeas das racgas Indubrasil, Nelore e Guzera, originando um animal com a
proporgao genética de 5/8 Charolés e 3/8 zebuino.

O fato de ter nascido dentro de uma Instituicdo de Pesquisa determinou
0 sucesso desta raga, ja que sua formacgao e posterior expansao sempre fo-
ram pautadas por rigorosos critérios técnicos de selegcao, sendo desde o seu
principio exaustivamente posto a prova e avaliado para que caracteristicas
de interesse econdmico fossem aprimoradas e fixadas na ragca. Passados
quase 70 anos do seu desenvolvimento, o Canchim de hoje ndo € o mesmo
5/8 Charolés/Zebu do passado, € um animal lapidado racialmente, mais pro-
dutivo, melhor adaptado as condi¢gdes ambientais e com bom potencial de
ganho de peso e rendimento de carcaga, sendo uma das melhores opgdes
para cruzamento a campo em qualquer regido do Brasil.

A partir da genotipagem dos animais participantes das PCADs, utilizando
os chips BovineSNP50 BeadChip, BovineHD BeadChip, BovineLD Genotyping
BeadChip e BovineHD Genotyping BeadChip, foram identificadas 6.488 CNVs,
representando 1.241 delegdes e 5.247 duplicagdes. Analises de enriquecimen-
to dos genes identificados nessas regides estdo sendo realizadas, assim como
a identificagdo de sobreposi¢cdes com QTLs previamente relatados na literatura.
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Este estudo é a primeira analise ampla realizada com animais Canchim, sendo
que os resultados gerados auxiliardo na compreens&o dos mecanismos genéticos
que controlam caracteristicas fenotipicas importantes para a raga e poderao per-
mitir o desenvolvimento de novas estratégias de selegdo de animais superiores.

Conclusao

Variagdes genémicas estruturais como os SNPs tém sido largamente uti-
lizadas na atualidade, na identificagdo de marcadores genéticos associados
as caracteristicas de crescimento e produgdo em bovinos, assim como no
estudo de aspectos evolutivos e relacionados a conservacao das espécies. O
uso desses marcadores por sua vez, tem possibilitado a adog¢ao de praticas
em programas de melhoramento genético como a selegdo gendmica, ferra-
menta que tem levado a incrementos importantes na acuracia da selegao e
aceleragao do progresso genético de rebanhos.

As CNVs constituem um novo tipo de marcador molecular, que em humanos
tém sido associadas com caracteristicas fenotipicas importantes, principalmente,
doencas complexas. Comparada aos SNPs, as CNVs envolvem um nimero maior
de sequéncias gendmicas, apresentando, potencialmente, um impacto mais pro-
nunciado na expressao génica, em funcido de alteragdes na estrutura e na dosa-
gem génica. Assim, acredita-se que esse marcador tenha um papel consideravel
na determinagao de fendtipos de interesse em animais de produgao, o que torna o
mapeamento das CNVs, assim como a sua aplicagdo em estudos de associagcao
gendmica ampla, a¢des desejaveis em programas de melhoramento genético.

Equipes multidisciplinares envolvendo a Embrapa Gado de Corte, Embrapa
Gado de Leite, Embrapa Informatica Agropecuaria, Embrapa Pecuaria Sul e
Embrapa Pecuaria Sudeste tém se dedicado a estudos envolvendo a identi-
ficacdo de CNVs, principalmente, em bovinos das ragcas Canchim, Nelore e
racas leiteiras. Os resultados obtidos tém mostrado a associacgéo significativa
de CNVs ou CNVRs com caracteristicas como qualidade da carne e do lei-
te, adaptabilidade e resisténcia a doencas e parasitas e, dada a quantidade
consideravel de dados ja obtidos na Embrapa com a genotipagem de SNPs
em larga escala e a crescente acessibilidade ao sequenciamento do genoma
dos animais, vislumbra-se um incremento bastante interessante nos indices
produtivos da bovinocultura brasileira de carne e leite.
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