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RESUMO

O Brasil possui o maior rebanho bovino do mundo, sendo que a genética da raga Gir
esta presente em mais de 80% dos rebanhos leiteiros, por possuir caracteristicas
fisiologicas especiais. Pela alta utilizagdo de animais de genética superior, doengas
relacionadas a diminuicao da base genética podem se tornar mais frequentes. O labio
leporino € uma alteragdo congénita caracterizada pela falha no fechamento dos
processos faciais, que impede a alimentacdo adequada do animal, além de
desvalorizar o animal afetado e o seu rebanho. Os estudos de associagao ampla do
genoma (GWAS) podem ajudar no entendimento da heranga e dos mecanismos
moleculares envolvidos nessa caracteristica indesejavel. Deste modo, o objetivo
desse trabalho foi identificar regidbes gendmicas e genes candidatos para a
caracteristica labio leporino em bovinos da raca Gir Leiteiro. As amostras de animais
caso e controle foram enviadas por produtores participantes do Programa Nacional de
Melhoramento do Gir Leiteiro. Para tanto, foi utilizada a metodologia GWAS para
casos e controles, onde o grupo caso foi representado por 16 animais possuidores do
fendtipo labio leporino e o grupo controle por 48 animais possuidores do fendtipo
saudavel e menos aparentado com o grupo caso, definidos por meio de uma matriz
de similaridade genémica. O DNA foi extraido pela metodologia do fenol cloroférmio e
avaliado por espectrofotometria de nano volume. As amostras foram submetidas a
analise de array de SNPs por meio do BovineHD Genotyping BeadChip. O controle
de qualidade dos gendtipos foi realizado por meio do pacote computacional Golden
Helix SVS 7 em que foram removidos marcadores ndo autossémicos com call rate
<95%, frequéncia minima de alelos (MAF) <2% e equilibrio de Hardy-Weinberg <10.
As analises de GWAS foram realizadas utilizando o modelo aditivo e o modelo
dominante no mesmo pacote computacional e os resultados foram apresentados em
graficos do tipo Manhattan. Regiées gendbmicas onde foram obtidos resultados
significativos foram exploradas para identificar genes candidatos localizados dentro
ou préximo as regides mapeadas. Nosso estudo foi capaz de encontrar 265 SNPs
significativos divididos em 100 regides genbmicas, nas quais foram identificados 35
genes candidatos associados a fenda labial, o que fornece informagdes para futuras
pesquisas sobre labio leporino em bovinos.

Palavras-chave: Fenda Labial, Marcadores Moleculares, Doengas congénitas.



ABSTRACT

Brazil has the largest cattle herd in the world and the genetics of the Gir breed are
present in more than 80% of dairy herds, due to their special physiological features.
Due to the high use of genetically superior animals, diseases related to narrow genetic
base may become more frequent. The cleft lip is a congenital alteration characterized
by the failure to close the facial processes, which prevents proper feeding of the
animal, in addition to devaluing the affected animal and its herd. Genome wide
association studies (GWAS) can help understanding the inheritance and molecular
mechanisms involved in this undesirable trait. Thus, the aim of this work was to identify
genomic regions and candidate genes for cleft lip condition in Gir dairy cattle. Samples
of case and control animals were sent by producers who participate in the Brazilian
Dairy Gir Breeding Program. GWAS procedure was used to analyse 16 animals with
cleft lip phenotype (case group) and 48 animals displaying healthy phenotype (control
group) and less related to the case group, defined by a matrix of genomic similarity.
DNA was extracted using chloroform phenol methodology and evaluated by nano
volume spectrophotometry. All samples were subjected to SNP array analysis thorugh
the BovineHD Genotyping BeadChip. Genotype quality control was performed using
the Golden Helix SVS 7 computational package, which removed non-autosomal
markers with call rate <95%, minimum allele frequency (MAF) <2% and Hardy-
Weinberg equilibrium <10, GWAS analyses were performed using the additive and
dominant models in the same data set and the results were displayed in Manhattan
plots. Genomic regions where significant results were obtained were explored to detect
candidate genes located within or near the mapped genomic regions. We were able to
find 265 significant SNPs distributed into 100 genomic regions, in which 35 candidate
genes associated with cleft labyrinth were identified, providing information for future
research on the cleft lip condition in cattle.

Key words: Cleft Lip, Molecular Markers, congenital diseases.
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1 INTRODUGAO

Os programas de selecao e melhoramento genético de bovinos leiteiros
tém como objetivo principal aumentar a produtividade animal para varias
caracteristicas de interesse, no entanto, pela alta utilizacdo de animais de genética
superior, doengas relacionadas a diminuigdo da base genética podem se tornar mais
frequentes (MARTINEZ & SUAREZ, 2016; REXROAD et al., 2019). Essas doencas
genéticas podem causar grandes perdas devido ao fraco desempenho do animal, que
na sua maioria sdo descartados e, se a doenga permanecer sem ser detectada, a
frequéncia dos alelos deletérios podem aumentar nas geragdes subsequentes (KALE,
2018; SLMLANER, SOLBU, SCHAEFFER, 1991).

O labio leporino € uma alteragdo congénita caracterizada pela falha no
fechamento dos processos faciais que impede a alimentagdo adequada do animal,
além de desvalorizar o animal afetado e também o seu rebanho (PRIETO &
MENDOZA, 2006b; PALONE & VARGAS, 2016).

Os estudos de associagao ampla do genoma (GWAS) podem ajudar no
entendimento da heranga e dos mecanismos moleculares envolvidos nessa
caracteristica indesejavel (EGGEN, 2012) que poderdo ser utilizados para

desenvolver estratégias de prevencao e tratamento (BUSH & MOORE, 2012).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bovinocultura de leite no Brasil

As racas zebuinas desempenham um papel importante na pecuaria
tropical, pois possuem caracteristicas fisiolégicas especiais, tais como resisténcia ao
calor, resisténcia a carrapatos e parasitas intestinais, que as tornam mais adequadas
para este tipo de ambiente (SILVA, 2010; KAUSHIK & GARG, 2003; LIAO et al., 2013;
QUIROZ, GRANADOS, OLIVA, 2014). Estima-se que mais de 70% da populagéo
bovina do mundo pertence ou é cruzada com estas racas e, no Brasil, a genética da
raca Gir esta presente em mais de 80% de rebanhos leiteiros (REIS FILHO et al.,
2010; LIAO et al., 2013).

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo que, de acordo com
0 censo agropecuario de 2018, o Pais possuia 213,7 milhdes de cabegas de gado.
Estima-se que o crescimento da produ¢cdo aumentou 1,6% comparado com o ano
anterior, somando 33,8 bilhdes de litros. Pela primeira vez, a produtividade nacional
de leite ultrapassou os 2 mil litros por vaca ao ano, crescimento de 4,7% frente a 2017.
Acredita-se que a produtividade nacional aumentou devido as condigdes
meteorologicas, melhoramento e nutrigao de rebanhos e especializagao de produtores
(IBGE, 2019).

Nos ultimos anos, visando melhorar a producdo, tornou-se comum a
realizacao de estudos genéticos em bovinos, no entanto tém sido escassos os estudos
populacionais, que sao necessarios para compreender melhor a variabilidade
genética, o fluxo de genes e a distancia genética entre os rebanhos (MAIORANO et
al., 2018). O que tem sido utilizado para este fim é a informacao genealdgica, que
demonstra a existéncia de pouca variabilidade na populagdo corrente, o que indica
que a populagao evoluiu a partir de uma base genética estreita (DE OLIVEIRA et al.,
2012). No entanto, a preocupagao com endogamia, estrutura genética e a diversidade
da populagdo do gado Gir tem aumentado, pois ja existem relatos sobre os efeitos

adversos da endogamia na produgao de leite, em caracteristicas reprodutivas
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(CHOUDHARY et al., 2005; JOSE et al., 2001; LIAO et al., 2013), e aumento de
mudancgas no genoma, gerando polimorfismos (STAFUZZA et al., 2017).

O genoma bovino (Bos taurus) € composto por mais de 2,7 bilhdes de pares
de base, sendo aproximadamente 94% distribuidos nos 29 cromossomos
autossémicos, 5% no cromossomo sexual X e o restante no cromossomo Y e DNA
mitocondrial (GEER et al., 2010). Muta¢des gendmicas podem ser introduzidas a cada
nova geragcédo, sendo o tipo mais abundante os polimorfismos de um unico
nucleotideo (SNP) (MOUNTAIN, 1992) .

Um dos grandes desafios para o melhoramento do gado de leite no Brasil
€ coletar os fenotipos mais relevantes, identificar as mutacbes causais e os
mecanismos exatos pelos quais os fendtipos sdo produzidos e contribuir com os

diferentes niveis mais elevados para as geracgdes seguintes (EGGEN, 2012).

2.2 Malformago6es congénitas

As malformagbes congénitas, anomalias congénitas ou defeitos de
nascimento sao alteracdes estruturais ou funcionais que podem ocorrer durante a
concepgao ou vida intrauterina, que podem ser detectados durante a prenhez, parto
ou mais tarde durante a fase de produgao do animal (OMS, 2019). Estes defeitos sédo
quaisquer anormalidades na estrutura do corpo, defeitos microscépicos, erros de
metabolismo, disturbios fisiolégicos, anormalidades celulares e moleculares, ndo sao
necessariamente patoldégicas e podem aparecer isoladas ou fazerem parte de uma
sindrome (ARTURO, FIERRO, TASTEKIN, 2008; FRANCINE, PASCALE, ALINE,
2014; ROJAS & WALKER, 2012). No entanto, devem ser considerados como desvios
do desenvolvimento normal e podem ser de relevancia clinica significativa maiores ou
menores (GONZALES, 2015). As maiores, se nao forem corrigidas, comprometem
profundamente a fungdo corporal e podem até aumentar a mortalidade (ARTURO,
FIERRO, TASTEKIN, 2008).

Em geral, as causas das malformacgdes congénitas podem ser divididas em
cinco grandes grupos: (1) defeitos de um unico gene (genes mutantes); (2)

anormalidades cromossémicas; (3) disturbios multifatoriais que séo o resultado da
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interacdo entre predisposi¢cao genética e fatores ambientais; (4) fatores teratogénicos;
e (5) aqueles de causa desconhecida (LAMMENS et al., 2002).

Em bovinos, tem sido descrito que uma das principais causas ambientais
que ocasionam malformacg¢des sdo os agentes teratogénicos. A suscetibilidade aos
agentes tem relacdo com a genética do animal e a maneira como ele interage com
fatores ambientais, o estagio de desenvolvimento alcangado no momento em que é
exposto ao teratdgeno e a dose do agente. O periodo mais sensivel aos teratbgenos
se estende entre a terceira e a oitava semana de idade pos-fertilizacao, pois esta é a
fase em que a maioria dos 6rgaos e sistemas estdo sendo formados. Os principais
agentes teratogénicos para bovinos séo a ingestdo dos géneros de plantas Veratrum,
Lupinus, Astragalus, Oxytropis e Conium, assim como diversos virus, bactérias e
parasitas (PAVARINI et al., 2008; ROJAS & WALKER, 2012).

A influéncia da genética nas malformagdes congénitas tem sido de dificil
estabelecimento, principalmente porque a maioria delas € caracterizada por diversas
manifestacdes fenotipicas, que em muitos casos sao aparentemente nao relacionadas
€ que sao variaveis nos individuos afetados. Por outro lado, os estudos indicam que,
frequentemente no desenvolvimento das malformagbdes, ha o envolvimento de
diversos genes, além de suas interagdes destes com o ambiente. Para outros casos,
no entanto, podem existir determinagdo monogénica e que as diversas manifestagdes
fenotipicas sédo produzidas por efeitos pleiotrépicos de um gene (ROJAS; WALKER,
2012).

As doencgas poligénicas resultam de multiplos fatores genéticos e/ou
epigenéticos e ndo se encaixam nos padrbes mendelianos tradicionais de heranca.
Ndo ha uma compreensdao das complexidades genéticas da maioria das doengas
poligénicas, e a elucidagdo da patogénese molecular de disturbios multifatoriais
permanece pouco conhecida (REISNER, RIVERBARK, COLEMAN, 2015).

A incidéncia de anomalias congénitas no gado de leite é de dificil
determinacao, porque apenas as malformagdes letais sdo geralmente relatadas uma
vez que alteram significativamente o fenétipo do animal. Ha multiplos casos que néo
sao reportados porque os produtores tem a opinido de que a divulgacido da presenca
de malformagdes congénitas pode depreciar seu rebanho (ROJAS-LLEONART et al.,
2010). Contudo, estima-se que a ocorréncia destas anomalias € de 0,2% a 3% em
todo o mundo, sendo que o conhecimento destas anomalias depende da frequéncia
em que sao estudadas e descritas (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2010).
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2.3 Labio leporino

O labio leporino, também conhecido por queilosquise, cheilognathoschisis,
fenda labial, fissura labiopalatal ou fenda palatal primaria (CALDAS et al., 2014), é
uma alteragdo craniofacial congénita produzida por defeitos embrioldégicos na
formacéo da face (VERGARA; VELAZQUEZ, 2012b). Essa doenca é caracterizada
por falhas de fechamento nos processos faciais, como os processos frontonasal,
maxilar e mandibular (MORITOMO, TSUDA, MIYAMOTO, 2002), entre a quarta e
décima segunda semana de gestacdo (VERGARA & VELAZQUEZ, 2012a). Essa
alteracdo pode ser classificada como sindrémica ou ndo-sindrémica, relacionada a
presenca ou auséncia de outros defeitos fisicos ou de desenvolvimento. No caso dos
defeitos sindrémicos, por sua vez, podem ser classificados como cromossdmicos,
teratogénicos e nao categorizados. No entanto, a maioria dos casos (70%) € de origem
nao sindrémica (PRIETO & MENDOZA, 2006).

De acordo com sua localizagcdo e morfologia, o labio leporino nao
sindrdmico pode ser classificado em trés grandes grupos: unilateral (direita ou
esquerda), média e bilateral. Os trés casos podem ser classificados com ou sem fenda
palatina (MORITOMO, TSUDA, MIYAMOTO, 2002; REINARTZ & DISTL, 2017). Em
muitos dos processos relatados, a fenda labial € acompanhada pela perda do
processo nasal e dos insidiosos. Além disso, tem-se observado um desvio facial lateral
que pode ter diferentes graus de severidade (REINARTZ, SINA et al., 2015). Essas
deformagbes causam ma oclusdo dentaria, problemas na fungcdo mastigatéria e
erupc¢ao anormal, aumentando a chance de dentes retidos impedindo a alimentagcao
correta do animal (GUTIERREZ & OTERO, 2006). As fissuras de palato deixam o
canal oral em contato com o nasal, podendo causar complicagdes respiratorias como
sinusite, rinite ou broncopneumonia (ANTUNES & BERNARDO, 2011).

Algumas das ragas mais comumente reportadas com malformacgdes
orofaciais sdo: Simental, Charolés, Czech Red Pied, Holandesa, Gir, Hereford,
Japonés Brown, Shorthorn e Vorderwald Montbeliarde (REINARTZ & DISTL, 2017). A
taxa de incidéncia de labio leporino em gado leiteiro, é dificil de determinacao, pois é
uma condicdo raramente descrita. Estima se que, no mundo, a frequéncia de fissuras
labiopalatinas em bezerros contabiliza cerca de 5% de todos os defeitos congénitos
(USTA, 2017).
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Os fatores genéticos envolvidos nos diferentes tipos de fissura labiopalatina
nao sindrémica sao dificeis de identificar devido aos niveis de penetrancia, diferengas
de sexo e outros fatores ambientais. Os estudos sobre labio leporino sindrémico, tém
dado pistas para identificar alguns genes que causam as fendas nao-sindrémicas
(AGBENORKU, 2013). Entre os fatores que tém sido reportados como causais de
labio leporino, estdo a capacidade materna de manter as concentragdes de zinco nos
eritrocitos, concentragdes de mioinositol, niveis adequados de vitaminas B6 e B12,
capacidade de utilizar esses nutrientes e a incapacidade de metaboliza-los
adequadamente, 0 que pode causar erros na sintese e transcricao do DNA. Uma
relacdo préxima também foi encontrada na reagcdo com certos medicamentos
administrados, como antibioticos, anti-inflamatérios e analgésicos (AGBENORKU,
2013), assim como a reagao com alcaloides da piperidina, tabaco silvestre (Nicotiana
glauca), intoxicagdo com selénio e espécies lupinas, virus Cache Valley, virus
Akabane, Aino e Chuzan e o virus da diarreia viral bovina (BVD), sendo que todos
eles podem induzir fenda labio palatina em animais (USTA, 2017).

Em bezerros Shorthorn, o labio leporino tem sido atribuido a homozigose
de um gene autossdmico recessivo simples (ZAFER, 2017), mas existe evidéncia em
bovinos Angus, Jersey (LUPP et al., 2012; USTA, 2017), Vorderwald, Montbeliarde
(REINARTZ & DISTL, 2017), que indica maior probabilidade de transmissao genética
poligénica (LUPP et al., 2012; REINARTZ & DISTL, 2017; USTA, 2017). A pesquisa
atual na busca das causas de labio leporino € baseada em conjuntos de dados
fornecidos por estudos GWAS, que demonstraram estatisticamente uma ligagao entre
o consumo de vitaminas (A, D) periconcepcional e variantes no genoma. Isso pode
explicar parcialmente porque o alto consumo de vitaminas por gestantes parece
proteger o feto da fenda labial (HAALAND et al., 2018).

Em outros modelos animais, foram propostos outros genes candidatos para
labio leporino em suas diversas formas: CRS1, CRS2, CPS-1, DCP-1, DCP2, MSX1,
TGFB3 e AP-2. Em humanos, a delecdo de MSX1 e IRF6 inclui fissuras orofaciais.
Em ratos quando ocorre uma alteragdo no comportamento do gene TGFB3, é
observada fenda palatina, por outro lado, na descendéncia dos ratos com alteragdes
no gene de AP-2, sdo observadas alteracdes mais generalizadas (GUTIERREZ;
OTERO, 2006; URIBE et al., 2017). No estudo do genoma bovino publicado por
REINARTZ & DISTL (2017), foram identificados dois genes candidatos para labio
leporino: ABCB1 no BTA4 e TENM4 no BTA29 (Tabela 1). No entanto, € recomendada
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a realizagao de mais pesquisas para identificar outras mutagdes para diferentes tipos
de labio leporino (REINARTZ & DISTL, 2017). O estudo aprofundado desta doenca
podera permitir entender os fatores ambientais e genéticos envolvidos, porque a
informacgé&o existente ainda é controversa (TETTAMANTI et al., 2017). Assim, a partir
de novos dados consolidados para esta etiologia um sistema mais eficaz de
aconselhamento genético pode ser estabelecido para prevenir a ocorréncia destes
tipos de anomalias (PALONE & VARGAS, 2016).

Tabela 1. Resultados do GWAS para labio leporino em gado Vorderwald, Montbeliarde.

Gene Nome Localizagao Fungao

o Contribui para a variabilidade das fungdes
ATP-binding cassette . o
. proteicas e, portanto, na resisténcia a
transporter subfamily B, o o
ABCB1 ) BTA4 drogas, no prognéstico, na toxicidade e na
member 1; Multidrug
) ) doenca.
resistance protein 1 . )
Implantagao do blastocisto,

) Ligacdo da molécula de adesado celular,
Teneurin transmembrane ) o
TENM4 ) BTA29 estabelecimento da conectividade neuronal
protein 4 )
adequada durante o desenvolvimento.

2.4 Técnicas de reproducao e risco de malformagdes congénitas

As técnicas de reproducgao assistida vém sendo utilizadas ha muito tempo
para solucionar problemas de fertilidade em medicina veterinaria, além disso,
ferramentas tém sido desenvolvidas para facilitar a selecdo de caracteristicas
desejaveis para a produgédo de animais de genética superior (BRESSAN et al., 2015;
IETS & PERRY, 2012). No Brasil, a produgéao in vitro de embrides (PIV) tem sido
particularmente importante uma vez que o Brasil é responsavel por 85% dos embrides
produzidos no mundo (BRESSAN et al., 2015; IETS & PERRY, 2012). O principal
usuario das tecnologias de melhoramento € o gado bovino que, de acordo com dados
da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (/ETS), em 2013, produziu
546.628 embrides bovinos derivados da fertilizagao in vitro, que representa 42% do

total de embrides desta espécie produzidos em todo o mundo (DUBEIBE, 2016; IETS
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& PERRY, 2012). Frequentemente, as gesta¢des derivadas de processos de PIV, que
sao mantidos a termo, resultam em disturbios graves na saude do animal. Tem sido
relatado que a PIV de embrides € rotineiramente acompanhada por problemas
epigenéticos, principalmente em consequéncia da cultura in vitro (BRESSAN et al.,
2015). Esses disturbios incluem aumento de peso ao nascimento, periodos
prolongados de gestacdo, maiores taxas de aborto e taxas aumentadas de
mortalidade perinatal (HASLER, 2000; JIANG et al., 2017; SIRARD, 2017), bem como
malformagdes congénitas sindrémicas e nao sindrémicas (BRESSAN et al., 2015;
JIANG et al., 2017; SIRARD, 2017).

Anadlises da expressao génica em blastocistos bovinos produzidos sob
diversas condigbes de cultura mostraram que a abundancia de RNAs mensageiros
longos € profundamente impactada pelo ambiente artificial (SIRARD, 2017). Os
mecanismos epigenéticos tém sido agrupados em trés categorias principais: metilagao
do DNA, modificagdes das histonas e posicionamento dos nucleossomos, destacando
a interacao entre os fatores epigenéticos. O mecanismo epigenético mais estudado é
a metilagdo do DNA, uma vez que € o mais estavel e o principal regulador da heranga

epigenética através das geragdes (BRESSAN et al., 2015).

2.5 Ferramentas gendémicas na produg¢ao animal

Nas ultimas décadas, a selecdao gendmica (GS) tem sido amplamente
utilizada na pecuaria para aumentar a taxa de ganho genético, por meio de maior
precisdo das avaliagdes das carateristicas produtivas e reprodutivas do animal e
também a reducao do intervalo de geragdes (HAYES et al., 2009; JENKO et al., 2017).
As predi¢des dos valores genémicos (GEBV) sao feitas utilizando a base de dados
genotipicos (marcadores SNP) e a base de dados fenotipicos (PAREEK et al., 2011).

A maioria das doengas mostra um agrupamento em padrbes que
demonstram que o background genético dos individuos desempenha um papel na
suscetibilidade em niveis individuais (BERRY et al., 2011; SEVILLA, 2007). A chance
de que um parente apresente uma determinada patologia depende do componente
genético da propria doenga, em contraste, a hereditariedade é a fragdo da variagéo
populacional que pode ser explicada por fatores genéticos. Doengas comuns de alta

prevaléncia sao influenciadas por fatores genéticos e ambientais que interagem entre
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si e sdo chamados de caracteristicas quantitativas ou QLTs (GODDARD, M. E. et al.,
2016; SEVILLA, 2007). Os QTLs sao controlados por muitos genes e fatores
ambientais e ha grande interesse em analisa-los (SCHMID; BENNEWITZ, 2017).
Assim, essas regides genbmicas, localizadas em diversas regides do genoma,
controlam diversas carateristicas e podem possuir efeitos pequenos, moderados ou
grandes (KEMPER & GODDARD, 2012; NORDIC CATTLE GENETIC EVALUATION,
2019).

Com os avancgos na identificacdo de milhées de SNPs no genoma bovino
e a reducdo dos custos de genotipagem e ressequenciamento, existe uma
oportunidade maior de usar informacgdes de milhares de marcadores moleculares para
selecao genémica (CHAGUNDA, MUJIBI, DUSINGIZIMANA, 2018; DAETWYLER et
al., 2014) que pode ser utilizada para selecionar positivamente ou negativamente
caracteristicas de interesse na producao do gado leiteiro visando o aumento da
producao e qualidade do leite e desempenho geral do animal (CIEPLOCH et al., 2017;
COUTINHO et al., 2007; USDA, 2019) . O desenvolvimento de painéis de marcadores
moleculares de alta densidade permitiu a genotipagem de dezenas de milhares, até
milhdes de SNP por ensaio, possibilitando a criacdo de ferramentas usadas em
estudos de associacao gendtipo-fenotipo (BOICHARD et al., 2012; DASH et al., 2018;
FERNANDES et al., 2015). Atualmente, o lllumina BovineHD BeadChip é a matriz de
genotipagem gendmica mais abrangente para investigar a variagdo genética em
qualquer raga de gado de corte e leite. Esse array contém mais de 777.000 SNPs e
permite uma ampla gama de aplicagdes, como selecdo gendmica ampla, identificagao
de loci de caracteristicas quantitativas, avaliagdo de mérito genético, mapeamento de
cruzados, estudos de desequilibrio de ligagcdo e caracterizacdo de ragas para
avaliagao da biodiversidade. Para a raca Gir, o BovineHD BeadChip possui 472,928
loci polimérficos validados, os quais foram submetidos a rigorosos testes funcionais

para garantir desempenho e reprodutibilidade (ILLUMINA, 2015).

2.6. Estudos de associagao ampla do genoma (GWAS)

Os GWAS permitem a identificagcao de associagdes entre milhares de loci

genbmicos e caracteristicas complexas (LITTLE; IOANNIDIS, 2008) e esta
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associagao revela novas rotas e mecanismos bioldégicos para as caracteristicas de
interesse (BUSH & MOORE, 2012; MAREES et al., 2018; GODDARD, MICHAEL &
HAYES, 2009; YANG, J. et al., 2013) e define melhor o papel relativo dos genes e do
ambiente no risco de doencgas (MILLS & RAHAL, 2019; VISSCHER et al., 2017).

Os GWAS pressupdem que existem mutagdes causais em desequilibrio de
ligacao (DL) com marcadores adjacentes em individuos de uma populacéo, além de
ter sucedido multiplas geragdes e recombinagbes (BEJARANO et al., 2018). Deste
modo € necessario identificar as regides em DL, construindo um mapa de alta
densidade baseado em marcadores moleculares préximos ao locus de interesse
(NISHINO et al., 2018; WEINWURM, SOLKNER, WALDMANN, 2013).

Os GWAS tém sido realizados em familias ou em popula¢des. Em familias,
possibilitam identificar alelos transmitidos de pais para filhos, determinar a frequéncia
e fazer comparagao com a populagao geral (LAIRD et al., 2019). Em populagdes, os
GWAS sao constituidos por individuos ndao aparentados com uma caracteristica
especifica ou doenca e individuos saudaveis nao aparentados (caso-controle), no qual
procura-se a diferenga de frequéncia de alelos entre os grupos estudados
(ZONDERVAN; CARDON, 2014).

Para a analise de associagao entre grupos caso-controle, € necessaria a
observacao da relagcao entre os individuos. Se estes ndo estiverem relacionados é
aconselhavel a utilizacdo do teste X? de Pearson para diferentes frequéncias de
gendtipos entre os métodos de regresséo linear afetado e ndo-afetado. A estatistica
do qui-quadrado é uma ferramenta nao paramétrica (livre de distribuicdo) projetada
para analisar as diferencas de grupo quando a variavel dependente é medida em um
nivel nominal. Como todas as estatisticas ndo paramétricas, o qui-quadrado é robusto
com relagdo a distribuicdo dos dados. Especificamente, ndo exige igualdade de
variancias entre os grupos de estudo ou homocedasticidade nos dados. Permite
avaliar as variaveis independentes dicotdmicas e os estudos em multiplos grupos
(MCHUGH, 2013).

A metodologia estatistica mais amplamente utilizada nos GWAS ¢é a
Bayesiana, pois apresenta vantagens em relacdo a métodos classicos pois predizem
os efeitos de todos os /oci de forma simultanea, assumindo variancias especificas para
cada locus. Tudo isso com a pressuposicao de que os marcadores explicam diferentes

propor¢des da variagdo genética da caracteristica analisada. Mostrando que os
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efeitos dos marcadores sao efeito de um determinado /locus ajustado para todos os
outros loci incluidos no modelo (ARMERO et al., 2019; YANG, J. et al., 2013).

Sabe-se que a maior parte do genoma é composta por regides altamente
saturadas de SNPs unidos pelo principio do desequilibrio de ligacdo (DL), com
excegao de algumas regides com alta taxa de recombinagdo (hotspots) e, com
isso, podem formar blocos genémicos, denominados haplétipos, que segregam juntos
na populacédo (GABRIEL et al., 2002; WALL & STEVISON, 2016). Entédo, pode-se dizer
que os GWAS pressupdem que pelo menos um SNP esta em DL com genes ou
regides gendmicas envolvidas com a caracteristica de interesse (LI & STEPHENS,
2003). Como limitantes dos GWAS estariam a adequacao de modelos e metodologias
estatisticas, o tamanho amostral, a colinearidade advinda do desequilibrio de ligagéo
entre os marcadores e a interpretagdo dos resultados que podem conduzir a erros
(CANTOR, LANGE, SINSHEIMER, 2010; ELAM et al., 2019; PEARSONS &
MANOLIO, 2008).

2.6.1 Etapas do GWAS

Segundo (BUSH & MOORE, 2006; MCKINNEY et al., 2009), tipicamente
os GWAS sé&o constituidos por cinco etapas: Planejamento e levantamento de
informacdes para o estudo e fundamentacdo para a selegdo dos grupos caso e
controle; Coleta das amostras biolégicas e genotipagem do material genético dos
individuos selecionados; Realizag&o do controle de qualidade sobre os dados gerados
pela genotipagem; Realizagdo da analise de associagdo propriamente dita para os
SNPs que passarem pelo controle de qualidade; Validacdo dos SNPs que se

apresentam associados no estudo.

2.6.2 Controle de qualidade nos GWAS

Os GWAS, como qualquer estudo, ndo sio isentos de apresentar erros,

sendo que, os mais comumente descritos, sao os erros do tipo | (falso positivo) e |l
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(falso negativo) (MEDICINE & MANOLIO, 2010). Esses podem ser provocados por
erros de genotipagem e também pelo grande numero de SNP e amostras utilizadas
pelo qual sdo necessarios procedimentos que garantam o controle de qualidade (CQ)
dos marcadores SNP genotipados (SABOURIN et al.,, 2019; ZIEGLER, KANIG,
THOMPSON, 2008). A nado remogao de SNPs ou amostras que apresentem erros
podem alterar os resultados da analise, sendo esse processo de vital importancia para
o estudo (BOLORMAA et al., 2011; DO CARMO, 2012; SABOURIN et al., 2019). Os
critérios utilizados no CQ dos GWAS podem ser diversos, entre os mais destacados,
estdo CQ da amostra e CQ dos SNPs. O CQ da amostra inclui eliminagdo de amostras
repetidas, a subestrutura da populagao e a estratificacdo da populagdo. Em relagao
ao CQ dos SNPs, este ¢ influenciado pelo Call Rate (eficiéncia da genotipagem) que
€ a proporc¢ao de individuos no estudo para os quais as informagdes correspondentes
do SNP nao estao ausentes, tendo como valores recomendados = 98%; equilibrio de
Hardy-Weinberg; frequéncia do alelo menos comum (MAF) para o SNP (ANDERSON
etal.,, 2011; FREIMER & SABATTI, 2005; REED et al., 2015; SOUTHAM et al., 2011;
STARK, 2005; TURNER et al., 2012). Os SNPs que néo atingirem o valor de Call
Rate minimo (98%) podem ser indicativos de associag¢des falso-positivas (BRZYSKI
etal., 2017; ZANELLA, 2011). Os critérios no CQ sao especificos para cada estudo,
nao havendo um padrao a ser seguido pois depende dos objetivos da pesquisa e da
particularidade do conjunto de dados (DELANO et al., 2008; FREIMER & SABATTI,
2005). Outro critério importante no controle de qualidade é a quantidade e qualidade
das amostras de DNA, as quais podem interferir na detec¢ao de SNPs, influenciando
a emissao de fluorescéncia, podendo aumentar o numero de No Call (FU et al., 2009;
PSIFIDI et al., 2015).

2.7 Estratificagdo da populagao

Estratificacao populacional é a presenga de uma diferenga sistematica nas
frequéncias alélicas entre subpopulagdes, em uma populagédo, devido a diferentes
ancestrais-A presenca de estratificagao populacional em GWAS é considerada como
um dos principais fatores de confusao para a interpretacado dos resultados do estudo
(DO CARMO, 2012; HELLWEGE et al., 2018; LAURIE et al., 2010; SUL & ESKIN,
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2018; TUCKER, PRICE, BERGER, 2014). A diferenga alélica entre populag¢des
estratificadas pode resultar na presengca de associacado significativa dos SNPs e
fendtipos, entretanto sem efeito causal direto (HELLWEGE et al., 2018), pelo qual é
recomendado realizar a analise de componentes principais para a verificagdo da
estratificacdo e identificar grupos originados por diferentes populagbes ancestrais,
impactando diretamente os resultados das analises (BOUAZIZ, AMBROISE, GUEDJ,
2011; DEVLIN & ROEDER, 1999; PRICE et al., 2006; SUL, ID, ESKIN, 2018;
TUCKER, PRICE, BERGER, 2014); (LIU, et al., 2013).



25

3 OBJETIVOS

3.1 Obejtivo Geral

Identificar regides gendmicas associadas a caracteristica labio leporino na

raca Gir leiteiro.

3.2 Objetivos Especificos

1. Identificar SNPs associados a caracteristica labio leporino.

2. Identificar genes candidatos associados a caracteristica labio leporino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selegao da populagao alvo

Grupos amostrais independentes foram analisados com a metodologia de
casos e controles. O grupo dos casos foi composto por 16 animais (7 fémeas, 7
machos e 2 nao informados) da raca Gir, nascidos entre os anos de 2010 e 2017,
filnos de 12 touros e 16 matrizes e escolhidos por apresentar o fenétipo de “labio
leporino”. A selecdo dos animais se deu a partir dos rebanhos colaboradores do
Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro, desenvolvido pela parceria entre
a Embrapa Gado de Leite e a Associacado Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro
(ABCGIL). O grupo dos controles foi composto por 48 animais machos da raga Gir
Leiteiro, apresentando fendtipo saudavel e adequado as caracteristicas do animal
modelo, descritas e requeridas pela ABCGIL. Os critérios de exclusao desse grupo
incluiram aparente familiaridade com qualquer um dos membros do grupo de casos,
selecionados por uma matriz de parentesco genémica, adicionando informacdes de
linhagem obtidas no banco de dados da ABCZ (Associacéo Brasileira dos Criadores
de Zebu).

4.2 Coleta de dados fenotipicos, demograficos, genealégicos e amostras

biolégicas

Para os animais do grupo caso, os dados fenotipicos, demograficos e
genealdgicos, assim como amostras de cada animal (sangue ou pelo), foram enviados
pelos produtores e posteriormente confirmados na base de dados da consulta
individual do Centro de Referéncia da Pecuaria Brasileira — ZEBU da Associacao
Brasileira dos Criadores de Zebu (ABCZ, 2019).

As amostras foram coletadas de acordo com o guia de “coleta de amostras
de sangue e pélo para extragao de DNA” da Embrapa Gado de Leite e posteriormente
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encaminhadas para o Laboratério de Genética Molecular desta instituicdo, seguindo

as orientagdes no que diz respeito ao armazenamento, transporte e expedi¢ao.

4.3 Extragcdao de material genético (DNA) e genotipagem dos marcadores
SNPs

O DNA das amostras foi extraido por meio da metodologia de
fenol/cloroféormio modificada de Sambrook et al., (2001) e avaliado quanto a sua
concentracdo e pureza por meio de espectrofotometria de nanovolume NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). As amostras foram submetidas a
andlise de SNPs em painel de alta densidade BovineHD Genotyping BeadChip
(lumina, San Diego, EUA), sob o ensaio de genotipagem Infinium HD na plataforma
iScan, de acordo com as instru¢des do fabricante. As genotipagens foram contratadas
de laboratério privado externo e os resultados encaminhados para a equipe da
Embrapa Gado de Leite.

Antes da realizagdo das analises de associagdo, os dados genotipicos de
cada grupo amostral foram submetidos aos critérios de controle de qualidade
utilizando o software SVS Golden Helix (Golden Helix, Bozeman, EUA), com intuito de
reduzir associagdes espurias e aumentar a precisdo das analises genémicas. Desse
modo, foi realizada uma filtragem inicial com remocao de todos os marcadores nao
autossbmicos, ou seja, os SNP dos cromossomos X, Y e DNA mitocondrial. Nessa
etapa também foram identificados e removidos os SNPs mapeados para a mesma
posicdo gendmica, os SNPs do conjunto de dados com call rate <95%, MAF <2 % e
o equilibrio de Hardy-Weinberg <10%. Tambem foi observado o escore de qualidade
de genotipagem de cada SNP (GC score). Todos os casos e controles foram avaliados
pela analise de componentes principais para estratificacdo populacional
(ZONDERVAN et al., 2014).
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4.4 Estudos de associagdao ampla do genoma (GWAS) e estratégias para a

identificagcao de genes candidatos

As analises foram conduzidas utilizando o pacote computacional SNP and
Variation Suite 7 - SVS7 (Golden Helix, Bozeman, EUA). As analises de associagao
gendbmica ampla foram realizadas usando dois modelos, aditivo e dominante, levando
em consideracdo as informacdes desses modelos e as equagdes que estimam a
chance relativa em odds ratio (RM) ou em coeficientes regressao (). A corregao de
bonferroni foi calculada usando o procedimento de teste multiplo da plataforma SVS7.
Os resultados dos testes foram apresentados em graficos do tipo “Manhattan” e
Quantil-Quantil e os valores de controle gendmico foram calculados (AGC = 1).

Um SNP foi considerado como significativo quando apresentava um
Corr/Trend log10 P = 6 e o Corr/Trend Bonf. P < 0,06. As regides gendmicas onde
foram obtidos SNP significativos em cada modelo foram exploradas para identificar os
genes candidatos subjacentes aos /oci, tendo como ponto central o SNP identificado
como significativo e abragando uma area de + 1.000.000 pb. A localizagao de SNPs e
anotacoes génicas foi baseada na base de dados do UCSC Genome Browser on Cow
Nov_2009 (Bos_taurus UMD 3.1 - bostau6 - Genome - Assembly - NCBI).
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4.5 Detalhamento do desenho experimental

Selec¢ao dos animais

Casos
Fendtipo: Labio leporino
Amostra de pelo ou sangue
Produtores
n=16

l

Extracdo de DNA
Fenol-Cloroférmio

|

Genotipagem
Bovine HD BeadChip

Controles
Fendtipo: Saudavel
Banco de DNA EMBRAPA
Previamente genotipados
n=48

Y
Relagdo de nao parentesco

4
Controle de Qualidade

Matriz de proximidade genética
—— +
Genealogia ABCZ

Eliminados cromossomos ndo autossdomicos e
DNA mitocondrial

Minor allele frequency <.2

Equilibrio de Hardy-Weinberg

A 4

Teste de associagdo (GWAS)

4

SNP significativo

\ 4

Call Rate < 95%
Andlise de componentes principais

Modelos: aditivo e dominante/recessivo
&———— Modelo de regressao linear
Corregdo de Bonferroni

Corr/Trend -loglOP>6
Corr/Trend Bonf. P £0,06

Genome Browser on Cow Nov. 2009

Localizagcdo dos SNP e genes préximos <«————— (Bos_taurus_UMD_3.1/bosTau6) Assembly |

\ 4

Descri¢ao e selegao dos genes

candidatos



30

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade dos genétipos

O "call rate" médio dos marcadores antes do QC foi acima de 98%. As
analises de QC removeram um total de 313.273 SNPs do conjunto de dados. Com
base nos critérios amostrais nenhum animal foi excluido das analises. O total de
marcadores autossémicos e de alta qualidade foi de 464.723 SNP correspondendo a

aproximadamente 59.73% do total disponibilizado no ensaio empregado para analise.

5.2 Estudos de associagao ampla do genoma

Para determinar a origem genética da doencga, € necessario estar ciente da
importancia da etiologia, por isso foram revisados estudos semelhantes em outras
espécies para tentar elucidar o tipo de heranca do labio leporinoem bovinos. Na
maioria dos resultados de GWAS relatados na literatura, o modelo de heranca aditiva
foi tomado como base, sendo que esse modelo indica que o risco de contrair a doenca
aumenta por um fator constante a cada copia adicional do alelo de risco (CLARKE et
al., 2011). No entanto, esse modelo pode perder seu poder estatistico se, em alguns
locais, 0 modelo de heranga genética for recessivo ou dominante e, com isso, regides
gendmicas podem nao ser detectadas, uma vez que podem ser uma das principais
causas da doenga. BOHMER et al., (2018) investigaram por meio de meta-analise, se
os loci de risco das fissuras labiais poderiam ser identificados por meio da analise dos
efeitos genéticos dominantes ou recessivos com dados SNP encontrados
anteriormente nos estudos da GWAS. No entanto, os dados obtidos neste estudo
mostram que nao ha evidéncias suficientes para mostrar que os modelos dominantes
ou recessivos conferem um risco aumentado de labio leporino em populagdes nao
endogamicas (BOHMER et al., 2018). Desse modo, com base na caréncia de estudos

conclusivos na literatura, foram avaliados dois métodos (dominante e aditivo), cujos
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resultados combinados podem aumentar a probabilidade de identificagcdo de
informacdes mais relevantes sobre a heranca dessa caracteristica.

Um total de 115 SNPs significativos foram encontrados pelo método aditivo
e 204 SNPs pelo método dominante, sendo 54 SNPs em comum, sendo que a maioria
destes com elevada probabilidade de associagéo (P < 0,05) com o labio leporino.
Esses dados podem estar apoiando a ideia de um modelo de heranga genética
dominante em nossa populacéo de estudo.

Manhatan plots do estudo de associagdo ampla do genoma dos modelos
aditivo e dominante sido apresentados na Figura 1, onde varios SNPs foram
identificados como possiveis candidatos ao fenétipo estudado. Para essas regides
genbmicas, foram encontrados 265 SNPs significativos em todo o genoma.

Os resultados da busca por regides associadas foram organizados em uma
tabela (Anexo 1) para identificar os genes candidatos, alocando SNP
significativamente associados e sua posicdo cromossémica determinada pelo GWAS.
Areas em cinza representam overlap ou match das duas metodologias (aditivo,
dominante). Na ultima coluna sdo mostrados os genes proximos com evidéncia de
causar labio leporino.

A regiao genbmica associada e sua vizinhanga foram rastreadas quanto a
anotacao génica e possiveis genes candidatos posicionais proximos a regido foram
identificados usando o assembly UMD3.1. A listagem de todos os SNP
significativamente associados contendo sua posi¢do cromossémica para o estudo de
associagao ampla do genoma para labio leporino em bovinos leiteiros da raga Gir esta

descrita no Anexo 1.
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Figura 1. Grafico de Manhattan referente ao modelo aditivo do estudo de associagdo ampla do genoma para o labio leporino (caso/controle) em bovinos da
raga Gir. Os valores de Log10P de todo o genoma para cada efeito SNP sdo plotados contra sua posigdo em cada cromossomo. Os cromossomos s&o
diferenciados por cores e numeracgao.
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Figura 2. Grafico de Manhattan referente ao modelo dominante do estudo de associagdo do genoma para o Iabio leporino (caso/controle) em bovinos da raga
Gir. Os valores de Log10P de todo o genoma para cada efeito SNP s&o plotados contra sua posigao em cada cromossomo. Os cromossomos sao diferenciados
por cores e numeragao.
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Como uma primeira abordagem, foram explorados os genes mais proximos
das regides gendbmicas que foram significativamente identificadas, no sentido de
encontrar relagdes com genes ja descritos na literatura como potenciais responsaveis
pelo fendtipo labio leporino. Adiconalmente, os resultados das analises de associagao
identificaram varias regides intergénicas significativas, sugerindo que existem
variantes etiolégicas do labio leporino em bovinos leiteiros que se situam fora da
sequéncia interna do gene, talvez em elementos reguladores, e podem funcionar
como moduladores da expressdo génica. Apoiando esta teoria varios estudos
demostram que as regides intergénicas sao afetadas com mais frequéncia pela
mutag¢ao de um unico nucleotideo do que outras regides transcritas nas proximidades
da sequéncia de codificagdo, como introns, promotores, potenciadores e regides nao
traduzidas (MACINTYRE et al., 2014; PASTINEN, 2010).

No total, as anadlises de associacdo (caso/controle) foram capazes de
identificar 265 SNPs significativos distribuidos em 100 regides gendmicas, nas quais
foram identificados 28 genes candidatos associados aos fendtipos labio leporino,
listados a seguir: IGSF11, BASP1, APC, BAMBI, GRIA2, XXYLT1, DMP1, NOX5,
SMAD7, TBX2, FGF12, SPOCK1, TPM1, LEFTY2, CYP2S1, SLC33A1, FGD3,
LACTB, ADAMTS6, ALKBH8, EPHB1, ZNF462, RPS27, ANKRD50. As fungdes

fisiolégicas de cada gene candidato identificado estao descritas na Figura 3.
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Figura 3. Classificacao dos genes encontrados nas andlises de associagdo (caso/controle) para a
caracteristica labio leporino na raga Gir Leiteiro, em relagéo as fungdes fisioldgicas. Na primera coluna
(Grupo 1), genes com fungao na formagao embrionaria e fetal. Na segunda coluna (Grupo 2), genes
relacionados ao metabolismo da vitamina B12. Na terceira coluna (Grupo 3), genes relacionados a
fungao do sistema nervoso e neuronal. Na quarta coluna (Grupo 4), genes relacionados a fungéo e
estrutura celular. Na quinta coluna (Grupo 5), genes relacionados ao crescimento e fungdo do musculo.
Na sexta coluna (Grupo 6), genes relacionados a fungéo espermatica. Na sétima e ultima coluna (Grupo
7), genes relacionados a formagéo e metabolismo mineral 6sseo.

Como parte da descricéao fisiolégica de cada grupo de genes relacionados
ao labio leporino, o Grupo 1 contém nove genes relacionados ao desenvolvimento
embrionario, os quais sao discutidos a seguir. O gene BAMBI (inibidor ligado a
membrana BMP e ativina) codifica uma glicoproteina transmembranar que funciona
como reguladores negativos do TGF-beta durante a embriogénese precoce e
particularmente durante a palatogénese (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE,
2019). O estudo realizado em camundongos, conduzido por PARADA & CHAI (2012),
sugere que a proteina gerada pelo gene BAMBI bloqueia a sinal BMP no
desenvolvimento do embrido, gerando malformacées como labio leporino. Esse
estudo foi dificultado pela alta taxa de letalidade embrionaria precoce de
camundongos nulos dos inibidores ligados a membrana BMP e ativina, portanto, a
fungdo epitelial da BMP, durante o desenvolvimento craniofacial, ainda nao esta
totalmente esclarecida.

O gene ALKBHS8 (AlkB Homogo 8 ARNt Metiltransferase) é necessario para

a sobrevivéncia normal apds danos no DNA e pode inibir a apoptose e promover a
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sobrevivéncia e angiogénese das células. (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE,
2019). Diversos estudos mostram que esse gene pode causar diversas doengas as
quais incluem os disturbios do desenvolvimento intelectual e fisico. (SHIMADA et al.,
2009; SPELSBERG; WEBSTER; PIKLER, 1976) como mostram pesquisas
conduzidas por KRGOVIC et al. (2011) onde foi descrito o fendtipo clinico em
pacientes com delecao da regido genémica contendo ALKBHS8, que geralmente varia
de acordo com o tamanho e a posig¢ao da delecido. As caracteristicas fenotipicas mais
comuns observadas nesses pacientes sdo retardo mental leve a grave, atraso no
desenvolvimento, fenda palatina ou arco palatino alto e em muitos casos com labio
leporino.

O gene SPRY1 (Sprouty RTK Sinalizagdo Antagonista 1) funciona como
um precursor antagonista do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e pode
modular negativamente a organogénese do aparelho respiratério (WEIZMANN
INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). YANG et al. (2010) descrevem que, durante o
desenvolvimento dos vertebrados, as proteinas Spry exibem padrbes de expresséo
sobrepostos, particularmente em estruturas craniofaciais e surtos de membros. Por
outra parte, YU et al. (2017) realizou um estudo GWAS, no qual o gene SPRY7 é um
gene candidato para nosso fenétipo de interesse. (YU et al., 2017). A literatura mostra
um estudo conduzido por ZHOU et al. (2019) no qual foram identificadas interagdes
entre genes da familia SPRY em 1.908 humanos com labio leporino. Esse estudo
revelou a importancia de possiveis interagdes gene-gene para entender a arquitetura
dessa caracteristica.

O gene TBX2 (T-Box Transcription Factor 2) participa na regulagao
transcricional dos genes necessarios para a diferenciagdo do mesoderma e é
necessario para a formagdo do canal atrioventricular cardiaco e palatogénese
(WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). Um estudo realizado por ZIRZOW et
al. (2009) mostra que os espectros fenotipicos de camundongos com deficiéncia de
Tbx1 se assemelham aos de pacientes heterozigotos da sindrome
DiGeorgel/velocardiofacial (DGS / VCFS), que é um disturbio humano comum,
geralmente associado a delegdes no cromossomo 22911, no qual o TBX1 reside. Em
outro estudo, realizado por LIU et al. (2018), camundongos nocaute homozigotos para
0 gene Tbx2 exibem canal atrioventricular, edema pericardico, fenda palatina,
polidactilia e letalidade embrionaria, indicando que o gene TBX2 possui papel crucial

durante o desenvolvimento embrionario.
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O gene SMAD7 (SMAD Family Member 7) € um antagonista de sinalizagao
da superfamilia do receptor TGF-1 beta (fator de crescimento transformador beta 1)
(WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). XIAOZHUAN et al. (2017) detectaram
a expressdo de Smad7 em células fetais mesenquimais e parenquimatosas,
relacionadas com a aparéncia de fenda palatina. (BARTZELA; CARELS; MALTHA
(2017) sugeriram que o gene XXYLT1 (xilosido xilosiltransferase 1) tem uma relagao
estreita com a microssomia hemifacial por meio de microduplica¢des deste gene, e
sugeriram que estas microduplicagbes tém um papel importante durante a
organogénese principalmente facial.

O gene FGF12 (fator de crescimento de fibroblastos 12) tem como tarefa a
atividade do fator de crescimento e a ligagdo do canal idnico (WEIZMANN INSTITUTE
OF SCIENCE, 2019). Os membros da familia FGF possuem extensas atividades
mitogénicas e de sobrevivéncia celular e estdo envolvidos em uma variedade de
processos biologicos, incluindo desenvolvimento embrionario, crescimento celular,
morfogénese, reparo de tecidos, crescimento e invasdo de tumores (STANIER &
PAUWS, 2012).

Estudos elaborados por JUGESSUR (2011) e ZHANG et al. (2012), em
humanos, indicam que o gene FGF12 pode estar associado a fenda labial em
populacdes da Europa e da Asia. Por esse motivo, DE AQUINO et al., (2013)
decidiram fazer um estudo da associagao desse gene na populagao brasileira, porém
argumentam que a ancestralidade genética da populagdo é muito variada e a
predisposicdo a esses marcadores de doencas pode ser diferente na mesma
populacado. Portanto, seus resultados indicaram que o gene FGF12 apresenta uma
falta de envolvimento com o labio leporino nessa populagéo, além de sugerir que é
um gene de baixa penetrancia para o labio leporino e merece mais estudos.

O gene ZNF462 (Zinc Finger Protein 462) € um fator mesodérmico nuclear
do dedo de zinco envolvido na transcricdo, regulando a estrutura e organizacédo da
cromatina. Participa da pluripoténcia e diferenciacdo das células-tronco embrionarias,
regulando SOX2, POU5F1 / OCT4 e NANOG. As doengas associadas ao ZNF462
incluem a sindrome do dismofismo facial da ptose-metopia e a sindrome da
incapacidade intelectual n&o-sindrbmica autossémica dominante (WEIZMANN
INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). Num estudo realizado por VIERA et al. (2008) foi
identificado o gene ZNF462 e verificaram que anomalias dentarias sdo parte do

espectro DEK fenétipo labio leporino. Assim, num estudo realizado por WEISS et al.



38

(2017), esses autores sugerem o envolvimento do gene ZNF462 na regulagao
transcricional durante a embriogénese que afeta a migragcdo da crista neural e o
desenvolvimento do cérebro. Por oura parte, o gene LEFTY?Z2 (fator de determinagéo
esquerdo-direito 2) codifica um ligante secretado da superfamilia da proteina TGF
beta. A pré proteina codificada € processada proteoliticamente para gerar a proteina
madura, que desempenha um papel na determinagao da assimetria esquerda-direita
dos sistemas orgéanicos durante o desenvolvimento (WEIZMANN INSTITUTE OF
SCIENCE, 2019). MENO et al. (1997), sugerem a relagdo desse gene como parte dos
precursores do fenétipo do labio leporino. Confirmando essa suposi¢cao, num estudo
de correlagao da simetria facial em criangas com fissura labial, conduzido por MILLER
et al. (2014), foi sugerido que esse gene contribui diretamente para as caracteristicas
do espectro da fissura labial.

O Grupo 2 de genes € relacionado ao metabolismo da vitamina B12, a qual
0 papel dessa vitamina € pouco estabelecido em gado de leite, mas o metabolismo
dela, em outras espécies, é de importancia para o aparecimento de labio leporino. Os
genes MMADHC (gene de metabolismo da cobalamina associada D) e o gene
LMRBD1 (LMBR1 Dominio Contendo 1) codificam proteinas que ajuda a converter
vitamina B12 (cobalamina) em adenosilcobalamina (AdoCbl) ou metilcobalamina
(MeCbl), sendo ambos de fungao enzimatica (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE,
2019). Como descrito na literatura, biologicamente, causam a elevacédo da
homocisteina ou do acido metilmalénico, ou ambos, no sangue e na urina e podem
levar a defeitos congénitos, incluindo defeitos cardiovasculares e dismorfologia facial
e labio leporino (BLACK, 2008; GADHOK et al., 2011). Como a deficiéncia de folato
ou Cbl pode ter efeitos bioquimicos semelhantes, foi sugerido por MORENO-GARCIA
et al. (2013) que uma deficiéncia combinada de Cbl e folato contribui para os defeitos
do tubo neural (NTD) e outros defeitos congénitos. Nesses casos, podem estar
ocorrendo interagdes gendtipo-ambiente, tanto pela quantidade de vitamina B12
ingerida pelo animal, quanto pelo seu metabolismo correto. No estudo realizado por
CONSTANTINOU et al. (2015), eles explicam que o disturbio da cobalamina F (cblF),
causado por mutagdes homozigotas ou heterozigotas compostas no gene LMBRD1,
€ uma causa reconhecida de atraso no desenvolvimento, pancitopenia e falta de
crescimento que podem ocorrer no periodo neonatal. Ainda, existem casos com

caracteristicas atipicas de sutura incluindo metéticas proeminente, palato, agenesia
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renal unilateral e anormalidades do figado, que se estendem do espectro fenotipico
da doenca.

O Grupo 3 é formado por genes relacionados a fungéo do sistema nervoso
e neuronal, assim, o gene EPBH1 (Ephrine receptor B1) foi identificado como
mediador do guia axonal (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). DAVY,
AUBIN & SORIANO (2004) mostraram que, em camundongos, a desativacao deste
gene produz labio leporino com fenda palatina. Em estudos de sindrome
craniofrontonasal em humanos, foram identificadas mutagbes nesse gene que
resultam em uma variedade de defeitos, incluindo labio leporino (TORII et al., 2007)
e, em pesquisas recentes conduzidas por XAVIER, MILETICH & COBOURNE (2016),
tém sido relacionados ao desenvolvimento embrionario do labio e do labio leporino.
Nesse caso, pode-se observar que o gene estd relacionado ao labio leporino
sindrdmico e nao sindrémico, no entanto, as informacdes sobre esse assunto séo
limitadas. O gene GRIA2 (subunidade 2 do tipo de receptor de glutamato ibnico AMPA)
codifica receptores de neurotransmissores excitadores predominantes no cérebro de
mamiferos e sao ativados em uma variedade de processos neurofisiolégicos normais
(WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). CALCIA et al. (2013) relatam que,
além de estar relacionado a fungdo cognitiva, esse gene pode estar fortemente
relacionado ao labio leporino. Explicam também que os casos em que a delecao
sobreposta existe, mas as mesmas caracteristicas fenotipicas ndo ocorrem, podem
ser devidas ao nivel de penetrancia e a um possivel efeito de modificacdo de fatores
genéticos.

O Grupo 4 inclui 11 genes fortemente relacionados a fungao celular. O gene
LACTB (Lactamase Beta) codifica uma proteina chamada proteina mitocondrial que
atua como um regulador do metabolismo lipidico mitocondrial (WEIZMANN
INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). Na literatura, ja existem relatos de varias
caracteristicas fenotipicas relacionadas ao gene LACTB. Em modelos murinos,
conduzidos por BAINZ et al. (2004) e por GAJERA et al. (2019), além de mostrar que
o0 gene interfere na obesidade, mostra seu papel também na caracteristica labio
leporino. Além disso, num estudo em seres humanos, usando casos e controles e
estudos de associacdo familiar, a expressdao de LACTB apresentou resultados
significativos para o gendétipo do labio leporino (GE et al., 2019). De qualquer maneira,

0 seu papel no desenvolvimento de labio leporino ndo é muito claro, no entanto, pode-
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se especular que LACTB tem um papel fisiolégico no fluxo de metabdlitos
mitocondriais, o que poderia afetar o crescimento e desenvolvimento celular.

O gene RPS27 (proteina ribossdbmica S27) codifica um membro da familia
S27e de proteinas ribossdmicas e um componente da subunidade 40S. A proteina
codificada contém um dominio de dedo de zinco do tipo C4 que pode se ligar ao zinco
e se ligar ao acido nucléico. Mutacdes nesse gene foram identificadas em varios
pacientes com melanoma e em pelo menos um paciente com anemia de Diamond-
Blackfan (DBA) (INSTITUTO DE CIENCIA WEIZMANN, 2019), a qual tem entre as
anormalidades mais comumente relatadas microcefalia, hipertelorismo, epicanto,
ptose, microtia, orelhas baixas, ponte nasal larga e deprimida, fenda labial/palato,
palato alto e arqueado, micrognatia, linha fina anterior baixa (CLINTON & GAZDA,
2009).

A proteina codificada pelo gene MACROD?2 (ribossil- hidrolase 2 mono-
ADP) transloca-se do nucleo para o citoplasma apdés dano ao DNA. As doengas
associadas ao MACROD?2 incluem hipogonadismo hipogonadotrépico 21 com ou sem
anosmia e sindrome de Kabuki que € tipicamente caracterizada por retardo de
crescimento poés-natal, dismorfismo craniofacial, defeitos cardiacos e labio leporino
(INSTITUTO DE CIENCIA WEIZMANN, 2019; LEI et al., 2016). Paik et al. (2016),
observaram incidéncia de fenda palatina isolada em 50% a 69,7% dos pacientes e
fenda palatina submucosa em 15,2% a 50% dos pacientes. O gene ANKRD50
(Ankyrin Repeat Domain 50) pode causar, em humanos, a sindrome de delegéo
cromossOmica 4q que é uma condigdo rara, com incidéncia estimada de 1 em
100.000. Segundo relatado por STREHLE et al (2012) e CONTE (2016), o espectro
clinico geralmente inclui problemas no desenvolvimento craniofacial, digital,
esquelético e cardiaco. Também é reportado que o gene SLC33A71 (Solute Carrier
Family 33 Member 1) esta associado a anomalias tais como esfingolipidose, labio
leporino, aneurisma da aorta, familia toracica, alteracdes morfolodgicas e aterosclerose
(COMPUTATIONAL MOLECULAR DESIGN & METABOLOMICS LABORATORY,
2019; PIETROCOLA et al., 2015).

O gene SPOCK1 (SPARC Osteonectina, Cwcv e Kazal como dominios
proteoglicanos 1) esta envolvido na ligagéo do ion calcio e a atividade do inibidor da
endopeptidase do tipo cisteina (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019).
Estudos conduzidos por BEATY et al. (2010) e ZHANG, CHEN & ROSS, (2012)

apontam que a relagcao entre SPOCKT1 e labio leporino poderia ser mediada por MafB
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que € mais conhecido como um regulador do desenvolvimento embrionario inicial.
Assim, num estudo realizado por Moreno et al. (2009) destinado a identificar o risco
de labio leporino, foi realizado um GWAS em 388 familias multiplex de sete
populagdes, revelando genes candidatos potenciais com base na expresséo do gene
ou papel conhecido nas sindromes labiais das fissuras que incluiam o gene FGD3.

O gene APC (Regulador da Via de Sinalizagao WNT da APC) codifica uma
proteina supressora de tumor que atua como antagonista da via de sinalizagdo de Wnt
e participa de outros processos, como migracdo e adesdo celular, ativagcao
transcricional e apoptose. Num estudo em seres humanos, com uma populagédo de
etnia caucasiana, VIJAYAN et al. (2018) investigaram a associagao direta desse gene
e do labio leporino. Este estudo mostrou, pela primeira vez, a associag¢ao direta desse
gene candidato ao labio leporino. Num estudo realizado por REYNOLDS et al. (2019)
explicam como fendas sindrémicas e nao sindrbmicas orofaciais foram atribuidas a
mutacdes em genes de componentes multiplos de sinalizagdo de Wnt. JACOBS et al.
(2013) destacam que o CYP2S1 pode modular a toxicidade induzida por dioxinas e
acido retinodico durante o desenvolvimento do palato. Em outras pesquisas em modelo
murino, conduzidos por LAN & YU (2018), foi realizado um sequenciamento completo
do exoma seguido por gendtipos de alelos especificos e descobriram que a fenda
palatina e os defeitos esqueléticos na linha de camundongo estudada segregam com
uma mutagcdo sem sentido no gene ADAMTS6. Na literatura, € descrito um estudo
com modelos murinos, liderados por UZUMCUA et al. (2009), que indicam que a
sindrome de Mdbius poderia estar envolvida na regulagao dos transcritos codificados
pelo gene BASP1. A sindrome de Mobius € um disturbio raro caracterizado
principalmente por paralisia facial congénita, frequentemente acompanhada de
anormalidades de abducdo ocular e ocasionalmente associada a malformacdes
orofaciais, de membros e musculo-esqueléticas (HERNANDEZ, ROJAS, GARCIA,
2017).

Em relagdo ao Grupo 5, foi identificado um gene candidato relacionado com
a fungdo muscular. Esse gene, chamado de TPM 1 (tropomiosina 1), € um membro
da familia das proteinas de ligagao a actina da tropomiosina que participam do sistema
contratil dos musculos estriados e lisos e do citoesqueleto de células ndao musculares
(WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). Evidéncias adicionais aportadas por
RAFIGHDOOST et al., (2019) suportam uma forte associagao entre TPM 1 e o risco

de labio leporino nao sindrébmica com ou sem fenda palatina. Outros trabalhos indicam
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que polimorfismos de TPM1 e sua regulagdo podem contribuir para o labio leporino
durante o desenvolvimento craniofacial em fases precoces da embriogénese
(LUDWIG et al., 2017; QIAN et al., 2016), embora o seu papel especifico para a
morfogénese do palato n&o é clara (MORENO URIBE et al., 2017).

Os genes do Grupo 6 a serem descritos possuem uma forte ligagdo com a
funcdo dos espermatozéides. O gene NOX5 (NADPH-oxidase 5), que se expressa
predominantemente em testiculos e areas ricas em linfocitos dos nodos linfaticos e do
baco, codifica uma NADPH oxidase dependente de calcio que gera superoxido e
funciona como um canal de prétons dependente de calcio que pode regular processos
dependentes de redox em linfocitos e espermatozdides e pode desempenhar um
papel no crescimento e apoptose celular (WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE,
2019). BANFI et al. (2001) sugerem que o superoxido e seus derivados estédo
envolvidos na regulagao das fungdes fisiologicas, desde a detecgao de oxigénio e
regulacdo da pressado arterial até a ativacdo de linfocitos e a fusdo de
espermatozdides. Isso se torna muito importante quando pensamos nas técnicas de
reproducdo bovina e na idade dos touros destinados a reproducdo. AITKEN &
CLARKSON (1987) relataram que o esperma pode gerar seu proprio dano ao DNA
como resultado de altos niveis de geragao de radicais livres. A presenca de tais danos
aumenta a capacidade do esperma de gerar NADPH, o substrato para a geragao de
Nox5. Em conjunto a esse aumento no dano ao DNA, aumenta a incidéncia de
mutagdes genéticas dominantes, como fenda labial e fenda palatina.

O gene IGSF11 (Membro da Superfamilia da Imunoglobulina 11)
compartilha uma homologia significativa com o receptor coxsackievirus e adenovirus
e a molécula seletiva de adeséo celular endotelial (ESAM) (WEIZMANN INSTITUTE
OF SCIENCE, 2019). ISHORST et al. (2018), utilizando GWAS em amostras
humanas, indicaram ao gene IGSF11 como candidato fortemente associado ao labio
leporino.

No Grupo 7, é descrito o papel do gene DMP1 (fosfoproteina acida da
matriz dentina), envolvido no metabolismo ésseo mineral, e que codifica uma proteina
da matriz extracelular a qual é essencial para a mineralizagao adequada do osso e da
dentina, estando presente em varias células dos tecidos ésseo e dentario. Em
humanos, sabe-se que mutagbes no gene causam hipofosfatemia autossdmica
recessiva, uma doenca que se manifesta como raquitismo e osteomalacia. E

importante enfatizar que a estrutura do gene é conservada em mamiferos
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(WEIZMANN INSTITUTE OF SCIENCE, 2019). Em um estudo realizado em porcos,
LIU et al. (2019) relatam que, durante a morfogénese embrionaria, o gene DMP1
estava super expresso. Isso pode ser devido as altas demandas de mineralizagao
O0ssea necessarias para esse estagio de desenvolvimento.

Ja se sabe que em bovinos, a expressao fenotipica (que inclui casos
unilaterais de direita ou esquerda e bilaterais, com ou sem fenda palatina), pode
representar diferentes variantes genéticas (REINARTZ & DISTL, 2017). Além disso,
tem sido descrito que o labio leporino pode ser apresentado de maneira discreta, com
lesdes faciais imperceptiveis denominadas microformas, dificeis de diagnosticar, uma
vez que a regiao do labio apresenta variagdes sutis de tecidos moles, que podem ser
ignoradas ao usar métodos tradicionais de exploragao facial (HECKLER, OESTERLE,
JABALEY, 2018).

A fenotipagem precisa dos casos e controles € crucial para entender a
epidemiologia e a etiologia do labio leporino, pois o poder de detectar efeitos é
enfraquecido quando grupos heterogéneos sdo tratados como uma unica entidade
(DIXON et al., 2011).

No presente trabalho, ndo foi possivel obter informacgdes detalhadas para
verificar se existiam variagdes no fenétipo labio leporino nos animais do grupo caso.
Desta forma, dentro desse grupo podem existir animais que possuem labio leporino
sindrédmico, cuja frequéncia em bovinos ndo € conhecida, mas alguns casos foram
relatados (MOSSEY et al., 2009; STUPPIA et al., 2011) . Esse ponto pode ser um fator
complicador para a interpretacdo de nossos resultados, em relacdo a heranca da
caracteristica labio leporino, que pode ser um combinado de heranga aditiva,
dominante e recessiva e também no fato de que a heranca provavelmente é
quantitativa, indicando a expressao de varios genes que interferem no surgimento
dessa caracteristica. Relatos recentes, em humanos, mostraram que 0os mesmos
genes poderiam estar contribuindo para o labio leporino sindrémico e nao sindrémico,
talvez por penetragao variavel ou pela agao de diferentes modificadores (LESLIE &
MARAZITA, 2013; STANIER, 2004). Este fato também € importante porque foi
observado que a incidéncia de labio leporino ndo sindrémico € altamente variavel
(VELEZ et al., 1995). Enquanto mutagdes genéticas sindrdmicas podem contribuir ndo
mais do que 10% dos casos de labio leporino, essas informagdes sao importantes
para uma melhor compreensdao dos mecanismos genéticos, interagdes e novos
candidatos (STANIER, 2004).
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Nossas analises revelaram que os genes associados a cada fenétipo de
fenda palatina mostram perfis funcionais diferentes. E possivel que alguns desses
genes candidatos estejam envolvidos em anormalidades da lingua, palato,
desenvolvimento fetal do cranio e induzam o labio leporino como efeito secundario e
mediado por interacdo com fatores ambientais. Os polimorfismos em genes
identificados podem n&o ser caracterizados como mutag¢des causais da doencga e
podem se constituir em reguladores fisioldgicos de processos metabadlicos que podem
indiretamente resultar no fendtipo do labio leporino. Muitas das associagdes que
encontramos neste trabalho estdo em regides intragénicas onde ambientes

epigenéticos e reguladores estdo envolvidos.

7 CONCLUSOES

As analises de associacdo ampla do genoma foram capazes de identificar
diversas regides gendbmicas e diversos genes candidatos relacionados ao fenétipo
labio leporino em bovinos.

Os SNPs identificados podem n&o ser caracterizados como mutacdes
causais responsaveis pelo fenotipo, podendo constituir-se em reguladores fisioldgicos
de processos metabdlicos que atuam indiretamente na expressao do fendétipo labio
leporino.

Analises aprofundadas das regides genOmicas e genes candidatos
identificados nesse trabalho poderdo fornecer informagbes para futuras pesquisas
sobre a identificagdo dos mecanismos moleculares responsaveis pela caracteristica

labio leporino em bovinos.
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ANEXO 1 SNP identificados significativamente associados e sua posi¢cdo cromossomica do estudo de associagdo ampla do genoma para labio leporino bovinos
leiteiros da raca Gir. As areas em cinza representam um overlap ou match das duas metodologias. Na ultima coluna sdo colocados os genes préximos com

evidéncia de causar labio leporino.

Associacao
e x Corr/Trend | Corr/Trend . . Jusante Montante s ,
Marcador Posigao Regido | Modelo -10g10 P Bonf. P Sopreposicado | Genes locais presentes 1,000,000 pb 1,000,000 pb Lablo_Leporlno
na Literatura
BovineHD0100017993 3478041 1.1 8 0 ;
Intergenic Region NAO
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BovineHD0100018188 64382620 | 1.2 D 8 0
BovineHD0100018248 64491568 | 1.2 A+D 9 0 o
BTB-00450945 64501909 | 1.2 A+D 9 0 * UPK1B, GSK3B,
) MIR6529B,
BovineHD0100018251 64514585 | 1.2 A 10 0 MIRG529A.
. GPR156
B HD0100018252 64519877 | 1.2 A 8 0 ,
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0.06

INTERGENIC REGION
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NAO
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7.2
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7.2
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10
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OCEL1, USE1,
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ACSL6
BovineHDO0700014551 |7 | 50185044 |7.5 A+D 9 0
BovineHDO0700014554 |7 | 50196374 |7.5 D 7 0.03 SMADS MIR874, MYOT,

SPOCK1 S PKD2L2, SPOCK1

BovineHDO0700014557 |7 | 50199773 |7.5 D 7 0.03 WNT8A, NME5
BovineHDO0700014559 |7 | 50201051 |7.5 D 7 0.03
BovineHDO0700026522 |7 | 90517484 |7.6 D 8 0

ovine MIR3660,
BovineHDO0700026815 |7 | 91638153 |7.6 A 7 0.06 CETNS,

kﬂ%%;%%m&& MIR9-2, | 1MEM161B | MBLAC?, NAO
BovineHDO700026816 |7 | 91642722 |7.6 A 7 0.06 POLR3G,

_ LYSMD3
BovineHD0700033963 |7 | 91652544 |7.6 D 8 0.01
BovineHD0800025439 |8 | 85791395 | 8.1 D 8 0.01 PRXL2C, CARD19.NINJA
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FGD3 O 2N a8% | FAM120A, FGD3
BovineHDO0800025467 |8 | 85853805 | 8.1 D 8 0.01 ’ | PTPDCA

CENPP, OMD,
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OGN,  OMD,
ASPN, ECM2.
BICD2
, ACTLTB,
BovineHDO0800028977 |8 | 98134093 |8.2 D 8 0.01 ACTLTE,
ZNF462, RAD23B, KLF4 | TMEM38B ABITRAM, ZNF462
rlapmapS0T82BTA- |5 | 99804172 |8.2 D 7 0.06 CTNNALA,
MIR32, PTPN3
ACTLTA,
ACTL7B,
. ABITRAM, )
BovineHDO0800029579 |8 | 100134784 |8.3 D 7 0.03 INTERGENIC REGION i NAO
MIR32, PTPN,
PALM?2
BovineHDO0800032474 |8 | 108156532 | 8.4 D 7 0.02 INTERGENIC REGION | TRIM32 TLR4 NAO
BTB-01800430 9 |5632136 | 9.1 D 8 0.01
BovineHD0900001164 |9 | 5652503 | 9.1 D 8 0.01 )
INTERGENIC REGION NAO
BovineHD0900001165 |9 | 5654761 | 9.1 D 8 0.01
BovineHD0900001166 |9 | 5660100 | 9.1 D 8 0.01
BovineHD0900002189 |9 | 9022861 |9.2 D 8 0
BovineHD0900002192 |9 | 9033932 |9.2 A 7 0.02
BovineHD0900002194 |9 | 9040734 |9.2 A+D 9 0
BovineHD0900002197 |9 | 9044169 |9.2 A+D 9 0 MIR450B LMBRD1 SDHAF4 LMBRD
BovineHD0900002198 |9 | 9049268 | 9.2 A+D 9 0
BovineHD0900002206 |9 | 9083207 | 9.2 A 8 0.01
BovineHD0900002210 |9 | 9096058 | 9.2 A 7 0.02
BovineHD0900002567 |9 | 10452070 |9.3 A 7 0.04
BovineHD0900002568 |9 | 10452773 | 9.3 A 7 0.03 MIR2285CX,  MIR30F, | SDHAF4,B3GA NAO
MIR30A T2
BovineHD0900002708 |9 | 10900951 |9.3 A 7 0.03
BovineHD0900005221 |9 | 19140198 |9.4 A+D 8 0 NAO
. MCC, DCP2,
BovineHD1000000326 |10 | 1130276 | 10.1 A 7 0.03 APC RESPs, SRp1g | EPB41LAA APC
BovineHD1000002199 | 10 |7017369 | 10.2 A+D 7 0.02 POC5 HMGCR, SV2C, F2RL2, | 5

CRET1, POLK

F2RL1, S100Z




65

AGGFT, MIR2285V,
. MRPL23, MIR2284Z.1, -
BovineHD1000002969 | 10 | 9083560 | 10.3 A+D 9 0 AP3B1 WoRAT OTP. | LlrpLo ARSs, | NAO
TBCA DMGDH
ANP32A, GLCE, KIF23
BovineHD1000005378 | 10 | 16170676 |10.4 D 7 0.04 INTERGENIC REGION | SPESP1, ’ | Noxs
N RPLP1,TLE3
BovineHD1000031160 | 10 | 18927441 | 10.5 9 0 PKM, PARP6, CELF6, | 1, .c0n ]
HEXA, Nrops” ADPGK.NPTN | NAO
BovineHD1000006361 | 10 | 19362660 | 10.5 8 0 ARIH1, BBS4, MIR12031
KATNBLA,
EMC7,
. CHRMS, SCG5GJD2, )
BovineHD1000009722 | 10 | 29474121 |106 A 7 0.05 INTERGENIC REGION | V0. o 1 | aotor aar | NAO
TMCOSB,
GEM1
FRMD6, GNG2, | 1154 pCLAF,
RTRAF, NID2.
. PTOBR CSNK1G1, PPIB, |
BovineHD1000013662 | 10 | 45469398 |10.7 D 7 0.05 ZNF609 ' SNX22, SNX1, | NAO
PLEKHO2,
CIAO2A, HERCH,
PIF1,  OAZ2, | 5028
ZNF609
BovineHD1000014211 | 10 | 47352491 |10.8 D 8 0 HERCH,
: FBXL22, USP3,
INTERGENIC REGION | 2 /pgp C2CD4B RPS27
BovineHD1000014240 | 10 | 47414242 | 10.8 D 7 0.03 RABSS.
BovineHD1000014247 | 10 | 47429340 |10.8 D 7 0.03 LACTB, TPM1
CHURCH,
BovineHD1000022348 | 10 | 78206096 |10.9 D 7 0.03 INTERGENIC REGION Sﬁ%(é RANEI‘/&’ CCDC196 NAO
FUT8
. TSHR,GTF2A1, ]
BovineHD1000027253 | 10 | 94306580 | 10.1 D 8 0.01 INTERGENIC REGION | {07 5122 NAO
, BUB1, TPC3
BovineHD11 75 |11 |1614571 | 114 7 04 ’ :
ovine 00000575 6145 0.0 MTLN, NPHP,
BovineHD1100000577 |11 | 1617633 | 11.1 D 7 0.04 MALL, MAL,
MRPS5, ZNF514,
TPC3, MTLN, | KCNIP3, ﬂ"flzD’z';CN'P' NAO
NPHP1MALL BCL2L11 FANDZA,
BovineHD1100000632 | 11 | 1810648 | 11.1 D 9 0 ADRA2B,
DUSP2,
STARD?,

TMEM127,
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CIAOOT,
SNRP200,
NCAPH,
ARID5A,KANSL3
, LMAN2L,
CNNM4,
ANKRD39,
SEMA4C
BovineHD1100005374 | 11 | 17365662 |11.2 A+D 7 0.02 INTERGENIC REGION NAO
RANBP2, ST6GAL2, UXS1,
ECRG4,
LIMS1, GCC2, | Aps3s1, NCK2
BovineHD1100013158 | 11 | 45310345 |11.3 A+D 8 0.01 INTERGENIC REGION | SULT1C4, TTL POLRIB. | NAO
SULT1C3, ’ '
SLC5A7 CHCHDs,
SLC20A1
TRPC4, gﬁi%g& ALGS,
BovineHD1200007335 |12 | 24429217 |12.1 D 7 0.03 INTERGENIC REGION | POSTN, SERTMA NAO
SUPT20H SPART, DCLK1
BovineHD1200025199 | 12 | 86694823 |12.2 D 7 0.04
BovineHD1200025211 | 12 | 86727096 |12.2 D 7 0.04
BovineHD1200025212 | 12 | 86728986 |12.2 D 7 0.04

) FAM155A, LIG4,
BovineHD1200025213 | 12 | 86730102 |12.2 D 7 0.04 ABHD13,

. ARGLU1, TNSF13B, <
BovineHD1200025218 | 12 | 86739634 |12.2 D 7 0.04 INTERGENIC REGION | nioo- 00 Loc107131142, | NAO
BovineHD1200025219 | 12 | 86740250 |12.2 D 7 0.04 TNFSF13B,

LOC107131142
BovineHD1200025220 |12 | 86743729 |12.2 D 7 0.04
BovineHD1200025223 | 12 | 86748139 |12.2 D 7 0.04
BovineHD1200025225 |12 | 86749985 |12.2 D 7 0.04

COL4A1, RAB20,
ARS-BFGL-NGS- CARS2, <
18439 12 | 88759054 |12.3 D 7 0.03 INTERGENIC REGION ANKRD10, ING1, | NVAO

ARGEF7, TEX29
BovineHD1300002374 |13 |8942006 | 13.1 A+D 7 0.02
BovineHD1300002375 |13 | 8945660 | 13.1 A+D 7 0.02 FLRT3,
BovineHD1300002379 | 13 | 8959057 | 13.1 A+D 8 0.01 MACROD2 MIR2285N-2, MACROD2

: : MIR2285DJ,

BovineHD1300002398 |13 | 9028816 | 13.1 A 7 0.05 SNRPB2, OTOR
BovineHD1300002407 |13 | 9062781 13.1 A+D 9 0
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BovineHD1300002547 |13 | 9537351 13.1 A+D 9 0
BovineHD1300002613 | 13 | 9723285 | 13.1 A+D 9 0
BovineHD1300002623 | 13 | 9749488 | 13.1 A+D 7 0.02
BovineHD1300002624 |13 | 9752322  |13.1 A+D 8 0
BovineHD1300002628 |13 | 9764993 | 13.1 A+D 8 0
BovineHD1300002631 |13 |9771325 | 13.1 A+D 7 0.04
BovineHD1300002632 |13 | 9772916  |13.1 A+D 7 0.04
BovineHD1300002633 | 13 | 9779005 | 13.1 A+D 7 0.02
BovineHD1300002634 |13 |9782725 | 13.1 A+D 7 0.02
BovineHD1300002635 |13 | 9793261 13.1 A+D 8 0
ARS-BFGL-NGS-
43836 13 | 10083710 |13.2 A+D 7 0.02
BovineHD1300002720 |13 | 10085244 |13.2 A+D 8 0.01 MIR2285DJ,
INTERGENIC REGION | MACROD2 SNRPB2,0TOR, | MACROD2
BovineHD1300002724 |13 | 10088928 |13.2 A+D 7 0.02 NANP
BovineHD1300002734 |13 | 10123336 |13.2 A+D 7 0.06
BovineHD1300003528 | 13 | 12492226 |13.3 A+D 7 0.02
CCDC3,
BovineHD1300003530 |13 | 12497671 |13.3 A+D 7 0.02 CDC123, ECHDCS3, )
PROSER?2 NUDTS, USP6NL, CELF2, | NAO
BovineHD1300003534 |13 | 12512640 |13.3 A+D 7 0.02 SECB1A2, MIR7861
DHTKDA,
BovineHD1300003538 | 13 | 12525928 |13.3 A+D 7 0.02
- OPTN, UCMA
B HD1 13 | 27731432 | 134 D .01 : ;
ovineHD1300008058 | 13 3143 3 8 0.0 PHYH. SEPHS,
INTERGENIC REGION | GAD2 BEND?, NAO
BovineHD1300008059 |13 | 27732831 |13.4 D 8 0.01 PRPF18,
FRMD4A
Hapmap41720-BTA- FAM107B,
101335 13 |30108205 |13.5 A 7 0.03 CDNF.
HSPA14,
FAM171A1 SUV39H2,DCR | MINDY3 NAO
BovineHD1300008810 |13 |30174161 |13.5 A+D 8 0.01 E1C, MEIGT,
ACBD?,
RPP38, NMT2
BAVE! MIR2585P
BovineHD1300024959 | 13 | 36492650 |13.6 A+D 8 0 INTERGENIC REGION | MAP3KS, ! BAMBI
LY7L1 ARMC4, MKX,

RAB18
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ANXA13,
FBX032,
WDYHV1,
BovineHD1400005372 |14 | 18662304 | 14.1 D 7 0.05 INTERGENIC REGION | ATAD2, ZHX1, ZHX2
C14HORFT7S6,
TBC1D31,
DERL1,ZHX2
BovineHD1400009131 |14 |31687970 |14.2 D 9 0 ARMC1,MTFR1, |
INTERGENIC REGION | MIR124A-2 DNAJC5B, NAO
BovineHD1400009132 |14 |31691144 |14.2 A+D 9 0 TRIMS55, CRH
BovineHD1400016872 |14 |60835985 | 14.3 A 7 0.04 )
INTERGENIC REGION | ABRA,OXR1 | MIR2285CN NAO
BovineHD1400016875 |14 |60847518 |14.3 D 7 0.04
GUCY1A2,
BTB-01296218 15 | 17344116 | 15.1 D 7 0.04 INTERGENIC REGION | AKLBHS, SLN, RAB39A,
ACAT1, ATM
ELMOD1
BovineHD1500006085 |15 |23601435 |15.2 D 8 0 DLAT, PIH1D2,
NKAPD1, C15H110RF34,
. NCAM1 QLI;AHNLI)BB' IL18 vv%éMJé%F;gz’z NAO
BovineHD1500006155 | 15 | 23843443 | 15.2 D 7 0.03 Toxis. BCOS | LTRSA
PTS, BOLA
ﬁﬁ'{gé " MIR125B-1, )
BovineHD1500008886 |15 | 32703562 |15.3 D 7 0.07 SORL1 MiR2312." MIRLET7A-2, NAO
TBCEL, scsp | MIR100
NRIP3,
ADM, MIR6518, | TMEM9B,
SBF2, C15H110RF16,
. SWAP70, AKIP1, .
BovineHD1500012195 |15 | 43907749 |15.4 D 7 0.03 TMEM41B MIR2284D, DENND2B, NAO
WEE1, RPL27A, STK33,
ZNF143, IPO7 | LMO1,
MIR2285BX
BovineHD1500012612 |15 | 45118009 |15.5 D 8 0.01
) NRIP3,
BovineHD1500012625 |15 |45138343 |15.5 D 7 0.07 TMEMOB,
BovineHD1500012626 |15 |45139232 |15.5 D 8 0.01 E:F‘;HORFWA UB
BovineHD1500012636 |15 | 45164343 |15.5 D 7 0.06 INTERGENIC REGION | DENND2B, LOC783210, NAO
RPL27A, OLFML1
BovineHD1500012637 |15 |45172230 |15.5 D 7 0.06 STK33, LMO,
BovineHD1500012638 |15 | 45173403 |15.5 D 7 0.06 '\R"I'532285BX'
BovineHD1500012639 |15 | 45174540 |15.5 D 7 0.06
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BovineHD1500012641 |15 |45181102 |15.5 D 7 0.06
BovineHD1500012643 | 15 | 45185659 | 15.5 D 8 0.01
BovineHD1500012651 | 15 | 45196091 | 15.5 D 8 0

BovineHD1500012652 |15 |45197441 |15.5 D 8 0.01

: ZNF215

BovineHD1500013601 |15 |47412757 |15.6 D 8 0 ;
ovine LOC530354,
BovineHD1500013607 | 15 | 47432133 | 15.6 D 8 0 LOC100125776
. LOC506989,
BovineHD1500013674 |15 | 47737486 |15.6 D 8 0 MRPL17, LOC618803,

i TPP1, TAF10, | LOC100847801,

) FAM160A2 TIMM10B, LOC616948, NAO
BovineHD1500013676 | 15 | 47740646 | 15.6 D 8 0 ARFIP2 TRIM34 TRIVG.

TRIM3, HPX, | MGC137098,
APBB1, UBQLN3
BovineHD1500013677 |15 |47741606 |15.6 D 7 0.04 SMPD1,
MIR2316,
CAVIN3,
CCKBR
CDC73,
B3GALT2,
BovineHD1600003320 |16 | 12450094 | 16.1 D 7 0.06 INTERGENIC REGION GLRX2, RO60, | NAO
UCHL5, RGS2,
RGS13, RGS1
BovineHD1600008373 | 16 | 29648137 |16.2 A 7 0.02 PYCR2, SDE2,
LBR,  SRP,|H3F3A, ACBD3,

) TMEMG3A, LEFTY2 EpHixT PARDI STUM. | LEFTY2
BovineHD1600008402 |16 | 29692752 |16.2 A 8 0 PSERD, CoaBA
BovineHD1600009272 |16 | 32546024 | 16.3 D 7 0.04 EFCAB2,

MIR7180,

TFB2M HNRNPU
INTERGENIC REGION ’ ’ SMYD3

BovineHD1600009291 |16 | 32607793 |16.3 A+D 9 0 SMYD3 28;%0' DESIZ,

C16HORF100
BovineHD1700005041 |17 | 17444950 |17.1 A 7 0.06

UCP1, ELMOD2,
BovineHD1700005042 |17 | 17447627 | 17.1 A 7 0.06 INTERGENIC REGION | ZNF330 CLGN, SCOC, | NAO

MGST2
BovineHD1700005043 |17 | 17448332 |17.1 A 7 0.06
BovineHD1700009293 |17 | 33428272 |17.2 A 8 0.01
BTB-01557882 17 | 33462719 |17.2 A 8 0.01 INTERGENIC REGION ANKRDS50 gggs?so,
BovineHD1700009301 |17 | 33482085 |17.2 A 8 0.01
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) ULBP3, -
BovineHD1700010836 | 17 | 39784781 |17.3 A 7 0.04 INTERGENIC REGION v NAO
BovineHD1700011778 | 17 | 42346858 |17.4 A 7 0.02 TMEM144. MIR2321.
GRIA2 GASK1 GLRBB GRIAZ
BovineHD1700011876 | 17 | 42840417 |17.4 A 7 0.06
BovineHD1700013695 | 17 | 48587301 |17.5 D 8 0
BovineHD1700013696 | 17 | 48593019 |17.5 A+D 9 0
BovineHD1700013697 | 17 | 48593697 |17.5 A+D 9 0
BovineHD1700013699 | 17 | 48595733 |17.5 A+D 8 0
BovineHD1700013700 | 17 | 48596581 |17.5 A+D 8 0
BovineHD1700013705 | 17 | 48608257 |17.5 A+D 8 0
BovineHD1700013713 | 17 | 48648938 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013718 | 17 | 48670998 |17.5 D 7 0.04 INTERGENIC REGION | PIWIL1, FZD10 S'L'g]?;;‘ NAO
BovineHD1700013724 | 17 | 48691828 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013728 | 17 | 48696933 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013729 | 17 | 48698626 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013730 | 17 | 48700774 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013734 | 17 | 48706474 |175 D 7 0.05
BovineHD1700013736 | 17 | 48708769 |17.5 D 7 0.04
BovineHD1700013809 | 17 | 48850733 |17.5 D 8 0.01
BovineHD1700014748 |17 |52582358 |17.6 D 7 0.06 mg%me
. INTERGENIC REGION o S ixa7 | NAO
BovineHD1700014761 |17 | 52606632 |17.6 A+D 8 0 R s
VPS37B MORN3, ORAI1,
DENR, HCAR1, | RNF34,
) ANAPCS,
AN CAMKK2,
AN P2RX4, P2RX7,
Zoeics. IFT81, ATP2A2, |
BovineHD1700015854 | 17 | 55890902 |17.7 D 8 0 INTERGENIC REGION | J5E ANAPC7, NAO
DIABLO, ARPC3,
DALY MIR2285AN,
PSMD9, HPD, | CPN3.
o FAM216A,
A Wio0s | VPS29, RADYB,

PPTC7, TCTN1,
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HVCNT,
PPP1CC

_ FOANIOR SUDS3, TAOK3, |
BovineHD1700016593 |17 | 58513310 |17.8 0.02 INTERGENIC REGION ' PEBP1, WSB2, | NAO
PRKABA, RFC5, KSR2
HSPBS , '
OASTX, OAS1Z
RBM19 ’ )
’ RPH3A. RPL6.,
LHX5,SDSL,SD | TRt RIS o
s, PLBD2, | [RAPE )
BovineHD1700018306 |17 | 63643064 |17.9 0.07 OAS1TY DTX1, ' NAO
TMEM116,
CFAPT3,
ADAM1B,
RITA1, - 1QCD, | ADAMIS.
SLC8B1, 0As2 | FATKA
KRTDAP, DMNK,
SBSN, GAPDHS.
TMEM147,
ATP4A, HAUSS,
RMB42, ETV2,
UPK1A. ZBTB32,
IGFLRT,
ZNF181, U2AF1L4,
ZNF599, PSENEN, LIN37,
GRAMD1A, | HSPBS,
SCN1B, HPN, | PRODHZ,
. FXYD3, LGI4. |NPHS1, APLP1, |
BovineHD1800013647 | 18 | 46438172 | 18.1 0 INTERGENIC REGION | EXYB% W81 | NP S Aer | NAO
FXYD5 LSR, | TYROBP,
USF2, HAMP. | LRFN3,
MAG, FFARI. | SDHAF1,

FFARS, FFAR2

SYNEA43, CLIP3,
THAPS, OVOLS3,
POLR2I, TBCB,
CAPNS1,
COXATAT1,
ZNF565,
ZNF567,ZNF382,
ZNF566
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BovineHD1800013914

47162893

18.2

0.06

ZNF382

GRAMD1A,
SCN1B, HPN,
FXYD3, LGl4,
FXYD1,FXYD?7,
FXYD5, LSR,
USF2, HAMP,
MAG, FFAR1,
FFARS, FFAR2
KRTDAP,
DMNK, SBSN,
GAPDHS,
TMEM147,
ATP4A,
HAUSS,
RMB42, ETV2,
UPK1A,
ZBTB32,
IGFLR1,
U2AF1L4,
PSENEN,
LIN37, HSPBS,
PRODH?2,
NPHS1,
APLP1,
NFKBID,

SDHAF1,
SYNEA43,
CLIP3, THAPS,
OVOLs3,
POLR2I, TBCB,
CAPNS1,
COXAT7A1,
ZNF565,ZNF56
7

ZNF566,ZNF383,
ZNF570,ZNF420,
ZNF345, ZFP30

ZNF382

BovineHD 1800019754

50659212

18.3

0.04

CYP281

FBL, PSMC4,
TTC9B, AKT2,
PLD3,
SERTAD1,
SERTADS,
BLVRB,
SPTBN4,
SHKBP1,
NUMBL,
TIPKC,
SNRPA, MIA,
RAB4B,

CCDC97,
HNRNPULLA1,
TGFB1, B9D2,
BCKDHA,
B3GNTS,
DMAC2,
CEACAM1, LIPE,
CNFN,
TMEM145,
PRR19,
PAFAH1B3,
ERF, GSK3A,

CYP281
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MIR12057, ZNF526, DEDD?2,
EGLN2, ZNF547, GRIKS5,
CYP2B6 RABAC1
TOMILA,
. CcoX11, <
BovineHD1900001215 |19 | 5040206 | 19.1 D 7 0.06 INTERGENIC REGION STXBP4 HLF, | NAO
MMD
DHX40, CLTC,
PTRH2, VMP1,
BovineHD1900003112 |19 | 11607205 |19.2 D 7 0.04 INTERGENIC REGION | MIR21,TUBD1, | TBX2, PPMID1D | TBX2
RPS6KB1,
RNFT1, TBX4
BovineHD2000003757 |20 | 11691537 |20.1 D 8 0.01
BovineHD2000003758 |20 | 11692591 |20.1 D 8 0.01 INTERGENIC REGION | PIK3R1 CD180 NAO
BovineHD2000003762 |20 | 11702075 |20.1 D 8 0
- SGTB
BovineHD2 4 20 | 13749048 |20.2 D 7 . ,
ovineHD2000004366 |20 | 13749048 |20 0.05 TRAPBCH3,
BovineHD2000004368 |20 | 13757199 |20.2 D 7 0.05 SREK1, TRIM23,
NLN MIR2285Z, PPWD1, CENPK, |\,
BovineHD2000004377 |20 | 13786742 |20.2 D 7 0.05 MIR2285Q, ADAMTSS,
SREK1, ERBIN | CWC27,
BovineHD2000004378 |20 | 13788171 |20.2 D 7 0.05 SERK1IP1,
SHISAL2B
BovineHD2000004437 |20 | 14079844 |20.3 A 7 0.07 SREK1,
MIR2285Z,
MIR2285Q, owe2?,
SREK,
ERBIN.  NLN. | SERK1IP1,
ADAMTS6 soTB. ' | SHISAL2B, ADAMTS6
BovineHD2000004441 |20 | 14121548 |20.3 A 7 0.07 ; RGS7BP
TRAPPC13, | pePier
TRIM23,
PPWD1,
CENPK,
Hapmap48788-BTA-
25079 20 |16553485 |20.4 D 8 0.01
BovineHD2000005035 |20 | 16589276 |20.4 D 8 0.01 IPO11 DIMT1, KIF2A | IPO11
BovineHD2000005085 |20 | 16784854 |20.4 D 7 0.02
BovineHD2000014996 |20 |54750596 |20.5 D 7 0.04 )
INTERGENIC REGION | CDH18 NAO
BovineHD2000014999 |20 | 54758986 |20.5 D 7 0.04
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BovineHD2000015001 |20 |54775862 |20.5 D 7 0.02
BovineHD2000015008 |20 |54788923 |20.5 D 7 0.02
BovineHD2000015013 |20 |54800174 |20.5 D 7 0.04
BovineHD2000015089 |20 | 55066879 |20.6 A 7 0.02
BovineHD2000015143 |20 |55206832 |20.6 A+D 7 0.02 MYO10,
BovineHD2000015143 | 20 | 55296832 |20.6 A+D 7 0.02 BASP1 ?5;6'?2'52@1’ BASP1
BovineHD2000015155 |20 |55347026 |20.6 D 7 0.04 MARCH11
BovineHD2000015435 |20 |56249149 |20.6 A 7 0.03
MEG3, MR
493, MIR66S,
RTLA,
PEG11A, PPR2R5C,
MIR432, MIR | DYNC1H1,
433, MIR127, | LOC786914,
. MEGS, HSPY0AA1, .
BovineHD2100019996 |21 |68374934 |21.1 D 7 0.06 INTERGENIC REGION | yioao) WDR20, Gk, | NAO
MIR136, TECPR2,
MIR370, ANKRD, TRAF3,
MIR379, AMN
MIR411A,
MEG?,
DIO30S, DIO3
BovineHD2200004733 |22 | 16390366 | 22.1 D 7 0.06 TOPAZ1, TCAIM,
ZNF445,
ZKSCAN7,
ZNF197,ZNF35,Z
NF502,
KIAA1142,
KLHL40, KIF15, IRAK2,
HHATL, VHL, BRK1,
cCcDC13, FANCD20S,
HIGD1A, FANCD2, EMC3,
ZNF445 ACKR2, CRELD1, NAO
BovineHD2200004737 |22 | 16395455 |22.1 D 7 0.06 CYP8B1, IL17RC, JAGN1,
POMGNT2, CIDEC,
MIR2368, RPUSD3,
ANO10 ARPC4, TADA3,
CAMK1, OGGH1,
BRPF1, CPNES9,
MTMR14,
SETDS,
THUMPD3,

SRGAP3
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BovineHD2200005034

22

17553919

222

0.02

BovineHD4100015511

22

17556085

222

0.02

SGARP3

KIF15, IRAK2,
VHL, BRK1,
FANCD20S,
FANCD?2,
EMCS3,
CRELD1,
IL17RC,
JAGN1,
CIDEC,
RPUSD3,
ARPC4,
TADAS,
CAMK1,
OGGH1, BRPF1,
CPNES9,
MTMR14,
SETDS,
THUMPD3

RAD18, OXTR,
CAV3, LMCD1

BovineHD2300000742

23

3501646

231

0.03

INTERGENIC REGION

PRIM2, RAB23,
BAG2, ZNF451,
BENDSG,
MIR2375,
MIR2285J-2

BMP5

BovineHD2300007129

23

25587771

23.2

BOLA-DRA

EFHC1,
TRAM2,
TMEM14A,
GSTAT,
GSTA2,
GSTAS,
GSTA4,
GSTAS5, CILK1,
FBX09, GCM1,
ELVOVLS,
BOLA-DQA2,
BOLA-DQB,
LOC100848815
, BOLA-DRB3

BTNL2,
LOC525599,
LOC5004295,
BLA-DBQ

BovineHD2300012977

23

44755264

23.3

A+D

0.03

INTERGENIC REGION

EDN1, ADTRP

NEDDS9,
SMIM13,
ELVOCL2, MAK,
TMEM14C,
PAK1IP1,
GCNT2, TFAP2A

BovineHD2400008514

24

31330694

241

0.02

INTERGENIC REGION

AQP4, KCTD1,
TAF4B,SS18,
MIR2380

ZNF521,
MIR378C,
MIR12051
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INTERGENIC REGION

SMAD2

SMAD7, DYM

SMAD7




