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Resumo: O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar variagdo no nimero de cépias (CNV) em
bovinos das ragas Gir e Girolando (Holandés x Gir) utilizando dados de NGS. A deteccdo das CNVs em
dados de NGS provenientes de cinco touros (dois da raca Gir e trés da raga Girolando) foi realizada por
meio do software CNVnator. CNVs individuais com no minimo 1 pb em overlap entre todas as amostras
foram agregadas (CNVR). Para andlise funcional das CNVRs foram utilizadas a plataforma Ensembl e os
termos do Medical Subject Headings (MeSH). Foram encontradas 667 CNVRs em comum entre as duas
amostras da raca Gir, 288 regides entre as trés amostras da raca Girolando e 256 CNVRs entre as cinco
amostras. Genes de interesse para a bovinocultura de leite foram mapeados nas regides compartilhadas
entre as duas racas, tais como: NLGN1 (BTA1), LRP11 (BTA9), FOXH1 (BTA14) e IGF2 (BTA29) e PGR
(BTA 15). Termos MeSH importantes foram enriquecidos significativamente (P<0,05), como diacilglicerol
O-aciltransferase (D051048). Este estudo demonstrou evidencias de regifes de CNVs em comum entre
bovinos das racas Gir e Girolando e possiveis genes candidatos localizados nestas regides podem estar
associados as caracteristicas de importancia econdémica como producéo e composi¢do do leite e resisténcia
a doencgas, em bovinos de leite.
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Abstract: The aim of this study was to detect and describe CNV regions in Gyr and Girolando cattle breeds
using NGS data. CNVnator software was performed on NGS data from five bulls (two Gyr and three
Girolando). The individual CNVs were merged into CNV regions (CNVRs) based on genomic regions
overlapping by at least 1 bp. Gene content of cattle CNV was assessed using Ensembl genes and Medical
Subject Headings terms for enrichment analysis. An account of 667 CNVRs were found in common
between Gyr samples, 288 CNVRs among all three Girolando samples and 256 CNVRs among all five
samples. We observed some interesting genes within the regions shared between the breeds for dairy
production, including NLGN1 (BTA1), LRP11 (BTA9), FOXH1 (BTA14), PGR (BTA 15) e IGF2 (BTA29)
and several important MeSH terms were significantly (P<0.05) enriched, including Diacylglycerol O-
Acyltransferase (D051048). This study showed evidences of common CNVRs between Gir and Girolando
breeds and the genes found within CNVR regions may be related to important economic traits in dairy
cattle, including milk yield and composition and disease resistance.
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Introducao

Devido aos avangos nas ferramentas genémicas, como reducdo dos custos nos chips de
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP), disponibilidade do sequenciamento de nova geragéo e melhoria
no genoma referéncia bovino, certas variagdes estruturais no cromossomo de bovinos, como 0s CNVs, tém
sido amplamente identificadas. No melhoramento genético de bovinos leiteiros, CNVs podem auxiliar na
melhoria de caracteristicas produtivas, como producdo de leite e de sanidade, como susceptibilidade as
doencas. O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar CNVs em bovinos das ragas Gir e Girolando
(Gir x Holandes) utilizando dados de NGS.
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Material e Métodos

Foram utilizados dados de NGS provenientes de cinco touros, sendo dois da raca Gir e trés da raca
Girolando. Para analise da identificacdo das CNVs foram considerados apenas os 29 cromossomos
autossdmicos.

A deteccdo das CNVs foi realizada por meio do software CNVnator (Abyzov et al., 2011), baseado
na metodologia read-depth, em que delecdes e duplicacbes sdo detectadas com base na densidade do
alinhamento das reads ao longo dos cromossomos. O tamanho da janela (bin size) considerado para
deteccdo foi de 500 bp seguindo as recomendacdes de Abyzov et al. (2011).

Foram consideradas apenas CNVs significativas (P<0,01) para o teste estatistico t, em que a hipotese
testada é que a regido entre duas detecges nao seja a mesma e CNVs com fracdo de reads mapeadas com
baixa qualidade menores do que 0,5 (q0<0,5) e CNVs com tamanhos maiores do que 1 kilobase (kb). As
regifes de CNVs (CNVRs) foram definidas agregando CNVs individuais com no minimo 1 pb em overlap
entre todas as amostras utilizando a ferramenta BEDTools suite.

Os genes localizados dentro dos limites das CNVRs foram mapeados com base no genoma
referencia UMD 3.1 por meio da plataforma Ensembl. A analise gendmica funcional foi realizada utilizando
os termos do Medical Subject Headings (MeSH), divididos nas categorias fendmenos e processos, doencas,
quimicos e drogas e anatomia (Morota et al., 2015).

Resultados e Discusséo

Na raca Gir, foram encontradas 667 CNVRs em comum, ou seja, as mesmas regibes presentes nas
duas amostras, sendo 146 delecdes, 111 duplicacdes e 410 regiGes mistas com tamanho medio de 554,80
kb. Naraga Girolando, foram identificadas 288 regides em comum entre os trés touros, com tamanho médio
de 257,70, sendo 73 dele¢bes, 71 duplicacdes e 144 mistas. Usando as cinco amostras, das duas racas, foram
identificadas 256 regiGes, com média em tamanho de 1.181,10 kb, sendo a maioria regides mistas, ou seja,
algumas amostras apresentaram duplicacdes enquanto outras apresentaram dele¢Bes. A distribuicdo das
CNVRs ao longo dos cromossomos para ambas as ragas, assim como o tamanho das regides compartilhadas
entre as cinco amostras estdo demonstradas na Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo ao longo dos 29 cromossomos autossomos das regides com variacdo no
namero de cépias (CNVR) para as racas Gir e Girolando As dele¢des estdo em vermelho, duplicacfes em
verde e ambas em azul. Histograma (ao centro) representa o tamanho das CNVRs, ao longo dos
cromossomos, variando de 13,50 kb a 6.850 kb, em comum entre os cinco touros.
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Foram encontrados 5.042 genes localizados dentro das regides em comum entre todos os touros,
sendo alguns desses genes envolvidos em processos fisiologicos importantes na bovinocultura de leite, tais
como, 0 NLGNL1 (BTAL), que esta relacionado com doencas inflamatdrias e fertilidade em fémeas. Outros
exemplos sdo o LRP11 (BTAD9), relacionado com producdo de proteina do leite e susceptibilidade a
patdgenos que causam doencas como diarreia em bezerros e mastite, FOXH1 (BTA14) e IGF2(BTA29),
associados com producdo e composicdo do leite e PGR (BTA 15) relacionado com termorregulacéo.
Consequentemente, importantes termos Mesh foram enriquecidos significativamente (p < 0,05), incluindo,
desenvolvimento 6sseo e prenhez (D001846 e D011247) na categoria fendbmenos e processos e
diacilglicerol O-aciltransferase (D051048 e interleucina 1 (D007375) na categoria quimicos e drogas. Na
categoria doencas, termos relacionados a leucose (D007945, D015473) e na categoria anatomia o termo
vesicula seminal (D012669), fetal (D005333) e células 3T3 (D016475).

Concluséo
Este estudo demonstrou evidencias de regides de CNVs em comum entre bovinos da raca Gir e
Girolando e possiveis genes candidatos localizados nestas regides associados com caracteristicas de
importancia econdmica para bovinos de leite em paises de clima tropical, como produgdo e composicéo do
leite e resisténcia a doengas.
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