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RESUMO

Identificacdo de polimorfismos em regido do cromossomo 2 da galinha associado a
deposicao de musculo

A producdo brasileira de carne de frango tem uma grande importancia econémica no mundo
todo devido principalmente aos avancos do melhoramento genético. O surgimento de novas
tecnologias de sequenciamento (sequenciamento de nova geracdo) tem se tornado uma
ferramenta poderosa, pois por meio da identificagdo de SNPs (polimorfismo de nucleotideo
unico) e INDELs (delecOes/insercbes) possibilita a adicdo de novas informacgdes ao
melhoramento genético. A deposi¢do de masculo, em especial o masculo de peito, é uma das
caracteristicas que mais merecem destaque por causa da sua importancia nutricional e
econdmica. Sendo assim 0 objetivo deste trabalho foi ressequenciar o genoma de 18 aves de
duas linhagens distintas experimentais e identificar SNPs e INDELS em uma regido de QTL
no cromossomo 2 da galinha associado anteriormente com deposicdo de musculo do peito,
além de caracterizar variantes potencialemente funcionais e propor mutagdes candidatas para
estudos futuros. Para isso, dezoito galinhas de duas diferentes linhagens experimentais (corte
e postura), ambas desenvolvidas pela Embrapa Suino e Aves, foram sequenciadas pela
plataforma de nova geracdo da Illumina. SNPs e INDELs foram identificados por meio de
ferramentas de bioinformatica em uma regido de QTL no cromossomo 2 da galinha
(105.848.755-112.648.761 pb) que foi previamente associada com deposicdo de musculo de
peito. O sequenciamento dos 18 animais gerou em torno 2,7 bilhGes de reads e apos a
filtragem por qualidade foram mantidas 77% das reads. Em seguida, as reads foram alinhadas
ao genoma referéncia (Gallus_gallus-4.0, NCBI) pela ferramenta Bowtie2 e gerou em média
10,6X de cobertura de sequenciamento na regido-alvo. , Foram identificados 722.832 SNPs e
63.727 INDELSs para os 18 animais por meio do programa SAMtools, e ap6s uma filtragem
rigorosa, foram mantidos 77% dos SNPs (n=558.767) e 60% das INDELs (n=38.402). Com
base nas variantes Unicas para 0s 18 animais (85.765 SNPs e 7.824 INDELSs) foi realizada a
anotacdo funcional por meio da ferramenta ANNOVAR. Dentre os SNPs ndo sindbnimos
(n=153) e stopgain (n=3), 15 foram classificados como deletérios. Um dos SNPs deletérios
que ja foi depositado em banco de dados foi identificado no gene RB1CC1, que tem sua
funcéo relacionada ao desenvolvimento do musculo de peito. Utilizando a ferramenta DAVID
foi possivel analisar 37 genes relacionados aos SNPs ndo sindnimos, stopgain, INDELs
frameshift e ndo frameshift. Dentre estes genes, trés (DTNA, RB1CC1 e C-MOS) foram
selecionados por terem suas fungdes relacionadas ao desenvolvimento muscular e suas
mutacdes foram analisadas. Sendo assim, futuros estudos podem ser realizados nestes genes
candidatos e nas mutagdes identificadas, por meio de analises de associacgdo e validagcdo em
populagdes comerciais, permitindo assim uma melhor explicagdo o efeito do QTL estudado.

Palavras-chave: INDEL; Musculo de peito; Mutacdo; Sequenciamento de nova geracdo; SNP
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ABSTRACT

Identification of polymorphisms in the chicken chromosome 2 region associated with
muscle deposition

The Brazilian chicken meat production has a great economic importance in worldwide mainly
due to advances in breeding. The emergence of new techniques of sequencing (next-
generation sequencing) becomes a powerful tool because through identification of SNPs
(single nucleotide polymorphism) and INDELs (deletions/insertions) allows the addition of
new information for genetic improvement. The muscle deposition, particularly the breast
muscle, is one of the features that are most noteworthy because of its nutritional and
economic importance. Therefore the aim of this study was to perform the genome
resequencing of 18 chicken from two distinct experimental lines and identify SNPs and
INDELs in a QTL region on chromosome 2 previously associated with breast muscle, and
characterize the variants to identify potentially function ones and propose candidate mutations
for future studies. To achieve these objectives, eighteen chickens of two different
experimental lines (broiler and layer), both developed by Embrapa Swine and Poultry were
sequenced by Illumina next-generation platform. SNPs and INDELs were identified by
bioinformatic tools in a QTL region on chicken chromosome 2 (105,848,755-112,648,761 bp)
which was previously associated with breast muscle deposition. Sequencing of the eighteen
animals generated around 2.7 billion of reads, and 77% of the reads were retained after
filtering. The reads were aligned against the chicken genome reference (Gallus_gallus-4.0,
NCBI) by Bowtie2 tool resulting in a 10.6X coverage across the target region. Using
SAMtools, 722,832 SNPs and 63,727 INDELs were identified in the all individuals, and after
a stringent filtration, 77% of SNPs (n=558,767) and 60% of INDELs (n=38,402) were
maintained. Based on unique variants for all the animal (85,765 SNPs and 7,828 INDELS)
were performed the functional annotation by ANNOVAR tool. Among the non-synonymous
SNPs (n=153) and stopgain (n=3), fifteen were predicted like a deleterious mutation. One of
deleterious SNPs has already deposited in public database, and it was identified in RB1CC1
gene, which function is related to breast muscle development. Using the DAVID tool was
possible to analyze the 37 genes related to the non-synonymous SNPs, stopgain, frameshift
and non-frameshift INDELs. Among these genes, three (DTNA, RB1CC1 and C-MQOS) were
selected due their functions related to muscle development and their mutations were analyzed.
Therefore, further association studies can be performed with these candidate genes and their
mutations, and also validation in commercial populations, allowing a better explanation of
QTL effects.

Keywords: INDEL; Breast muscle; Mutation; Next-generation sequencing; SNP
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1 INTRODUCAO

A carne de frango, nas ultimas décadas, se tornou uma carne muito consumida no
mundo inteiro. No Brasil o consumo per capita em 2012 chegou a 45 kg/hab, 50,45% a mais
em relacdo a 2000 (29,91 kg/hab) (UNIAO BRASILEIRA DE AVICULTURA - UBABEF,
2013). Este aumento se deve a diversos fatores, tais como: a disponibilidade no mercado a
um preco relativamente baixo, a auséncia de obstaculos culturais ou religiosos para seu
consumo e além de suas propriedades alimentares e nutricionais (VALCESCHINI, 2006).

Sua producdo vem aumentando significativamente em todo 0 mundo e o Brasil € um
dos paises que mais se destacam neste setor. Os dados da Unido Brasileira de Avicultura
(UBABEF, 2013) mostram que a producdo de carne de frango de 2000 a 2012 aumentou
111%, ou seja, a producdo passou de 5,98 para 12,65 milhdes de toneladas. Em 2012 a
producdo sofreu uma reducédo de 3,17% em relacdo a 2011 devido ao aumento dos pregos de
milho e soja e a falta de crédito para avicultores. Entretanto, o Brasil se manteve na posi¢do
de maior exportador mundial (3,9 milhdes de toneladas) e do terceiro maior produtor de carne
de frango, atras apenas dos Estados Unidos e da China.

O consumidor brasileiro é o principal cliente da carne de frango produzida pela
avicultura nacional, e isto é comprovado pelos dados de 2012, onde 69% da producédo foi
destinada ao mercado consumidor brasileiro, que também exige os elevados padrdes de
qualidade e sanidade conferidos ao produto exportado (UBABEF, 2013).

A galinha doméstica nao € apenas considerada importante na agroinddstria, € também
um modelo bioldgico util para estudos cientificos em diversas éreas, inclusive na genética e
biologia celular (ELLEGREN, 2005; STERN, 2005; WOLPERT, 2004). Devido a esta
importancia bioldgica da galinha, varios estudos moleculares sdo desenvolvidos, tornando
possivel a aplicagdo da genética molecular ao melhoramento animal, proporcionando
estrategias de selecdo mais eficientes e promovendo maiores progressos genéticos em curto
prazo.

O programa de melhoramento genético tradicional se baseia na teoria da genética
quantitativa. Desta forma, o ganho genético tem sido alcangado por meio da selecéo
fenotipica e pela estimativa do valor genético aditivo derivado deste fendtipo. Porém, com a
adicdo de tecnicas moleculares nos programas de melhoramento, torna-se possivel uma
melhor compreenséo da acdo dos diversos genes que influenciam cada um com um pequeno

efeito, como as relacionadas a crescimento, fertilidade, resisténcia a doengas e as
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caracteristicas de importancia econémica, como por exemplo, as associadas ao musculo de
peito (BURT; HOCKING, 2002).

De acordo com Zhou et al. (2006a) existe uma correlacdo positiva entre o rendimento
de masculo de peito com caracteristicas relacionadas a gordura. Ou seja, ao selecionarmos
animais com um maior rendimento de musculo de peito, ocorre simultaneamente um maior
acumulo de gordura, o que ndo é desejavel principalmente nos dias atuais, aonde o
consumidor procura cada vez mais alimentos com menos gordura. Portanto, se faz necessario
uma maior compreensdo destas correlagdes genéticas existentes entre as caracteristicas de
interesse produtivo, que permita um melhoramento genético eficiente sem comprometer 0s
ganhos genéticos ja alcancados (LEDUR; PEIXOTO; SCHMIDT, 2011).

Dentre as técnicas moleculares existentes, 0 mapeamento de locos de caracteristicas
quantitativas (QTLS) permite a identificacdo de regiGes associadas a estas caracteristicas de
interesse. Segundo Ikeobi et al. (2004), mapear o QTL € o primeiro passo para caracterizar a
variagOes genéticas existentes nos genes e no DNA. Porém, estas regides sao relativamente
grandes, podendo conter varios genes, o que dificulta a compreensao da atuacao no fenotipo.

Além disso, as novas tecnologias de sequenciamento, denominadas sequenciamento de
nova geracgao, vem se mostrando uma importante ferramenta e uma alternativa poderosa para
estudar tanto a genémica estrutural quanto a funcional (CARVALHO; SILVA, 2010). A
grande vantagem desta técnica € a possibilidade de sequenciar um genoma todo de forma
muito mais econémica e eficiente em relacdo as técnicas anteriores (FAN et al., 2013). Desta
forma, torna-se possivel a identificacdo de SNPs (polimorfismos de base Unica) e INDELs
(insercbes e delecBes), o que auxilia na identificacdo de possiveis mutacfes causais que
regulam possiveis diferencas no fenotipo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Melhoramento genético na avicultura

A domesticacédo da galinha (Gallus gallus domesticus) foi a primeira forma de selegéo
realizada pelo homem que exigiu uma adaptacdo genética dos individuos com objetivo de
gerar animais com habilidades especificas (CRAWFORD, 1990). Segundo Rubin et al. (2010)
a criacdo destas racas especializadas (para a producdo de carne ou de 0vos) ocorreu para
contornar o conflito existente entre o desenvolvimento de musculo e a parte reprodutiva do
animal.

Sendo assim, a partir da domesticacdo o genoma da galinha foi diminuindo sua
diversidade genética e aumentando a frequéncia de alelos favoraveis as caracteristicas de
interesse (CRAWFORD, 1990). A partir da selecdo destes alelos foi que o melhoramento
genético tradicional se desenvolveu inicialmente, selecionando os animais com fenotipos de
interesse de uma forma intuitiva. Porém, com o tempo e com 0 aumento do conhecimento, o
melhoramento genético passou a se basear na teoria da genética quantitativa, ou seja, com
base na selecdo de animais com fen6tipos superiores para estimar o seu valor genético aditivo
com a finalidade de obter altas taxas de ganho genético (DEKKERS, 1999).

Estudos realizados por Havenstein, Ferket e Qureshi (2003) comprovaram a
importancia do melhoramento genético na avicultura. Estes autores avaliaram o desempenho e
a carcaca de duas linhagens de frango: uma comercial de 2001 (Ross 308) e outro controle
canadense, e ap6s o fornecimento de dietas representativas dos anos de 1957 e 2001, os
autores concluiram que 85 a 90% do ganho alcangado se deve a selecdo genética.

Portanto, por meio de programas de melhoramento avicola, muitos avancos foram
obtidos para diversas caracteristicas associadas a produgdo de aves, como: peso Vivo,
conversdo alimentar, consumo de racdo, rendimento de carcaca e partes, fertilidade,
eclodibilidade, producéo e qualidade de ovos, entre outras (DEKKERS, 1999).

Entretanto, todo este progresso foi alcancado sem o conhecimento preliminar do
namero e do efeito dos genes que atuam nas caracteristicas de interesse (LEDUR et al., 2004).
E de extrema importancia ter este prévio conhecimento, pois as principais caracteristicas de
interesse econdmico sdo quantitativas de efeito poligénico, ou seja, resultam da atuacdo de
muitos genes, com pequeno efeito cada, além de serem afetadas pelo ambiente (LEDUR,
2001).
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Além disto, a intensa selecdo para uma maior taxa de crescimento trouxe
consequéncias desfavoraveis em relacdo a algumas caracteristicas, como: a qualidade da carne
(DRANSFIELD; SOSNICKI, 1999), doencas metabolicas (ascite e morte subita), aumento da
deposicdo de gordura (KESSLER et al., 2000; GAYA et al., 2006). Isto se deve ao fato de
existir correlagbes genéticas entre estas caracteristicas, causadas principalmente pela
pleiotropia, que consiste quando um gene afeta duas ou mais caracteristicas.

As técnicas moleculares adicionadas ao programa de melhoramento genético se torna
uma ferramenta poderosa para compreender estas correlacbes e assim, melhorar as
caracteristicas de interesse sem prejudicar os ganhos ja alcancados. Além disto, o
conhecimento da sequéncia de DNA é fundamental para compreender as variacdes existentes
no genoma e como elas atuam no fenotipo, principalmente para as caracteristicas que sao
dificeis ou de alto custo para serem medidas pelos métodos de selecdo genética convencional
(BURT, 2002).

2.2 Gendmica no melhoramento de aves

Desde a década de 1990 a genémica vem contribuindo para o avanco da biotecnologia
animal, que aplicado ao melhoramento genético tradicional, vem proporcionando estratégias
de selecdo mais eficientes e promovendo maiores progressos genéticos em curto prazo
(COUTINHO; ROSARIO, 2010).

A gendmica une diversas técnicas com o objetivo de desvendar e analisar a sequéncia
do DNA. Dentre elas se detacam: (i) desenvolvimento de marcadores moleculares; (ii)
construcdo de mapas de ligacdo; (iii) mapeamento de QTL; (iv) estudos de genes candidatos;
(v) analises de expressdo génica (transcriptoma), de proteinas (protedmica) e do metabolismo
(metabolémica); (vi) sequenciamento de DNA/RNA (sequenciamento de nova geragdo) e
(viii) bioinformatica (COUTINHO et al., 2010).

Varios estudos ja foram realizados com a utilizacdo da galinha como modelo biologico
pelo fato dela possuir um curto intervalo entre geracfes (gerando grandes familias de irmé&os
completos em um curto prazo) e por possuir hemécias nucleadas, o que garante uma grande
quantidade de DNA para estudos gendmicos (CROOIIMANS et al., 1996). Outra
caracteristica importante do genoma da galinha é o fato de possuir um menor nimero de
genes e pseudogenes comparado ao peixe-zebra, camundongo e humano (DAVEY; TICKLE,

2007). Devido a sua maior simplicidade, estudos realizados no seu genoma torna possivel a
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compreensdo da estrutura, dos arranjos dos genes e da evolucdo do genoma dos animais
vertebrados (DEQUEANT; POURQUIE, 2005).

Em meados de 1990, mapas de ligacdo foram construidos com base em trés
populacdes referéncias: East Lansing (BUMSTEAD; PALYGA, 1992), Compton
(CRITTENDEN et al., 1993) e Wageningen (GROENEN et al., 1998). A construcdo de um
mapa de ligacdo é feita a partir da estimativa da distancia entre dois marcadores ou locos,
utilizando-se a taxa de recombinacdo como indicador quantitativo da distancia. Esta distancia
estd associada a recombinacdo genética (crossing over) existente entre 0s marcadores,
portanto quanto maior a distancia, maior a probabilidade de ocorrer um cruzamento entre as
cromatides ndo irmas na regido entre os marcadores e produzir um ndmero maior de
recombinantes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), sendo assim, um indicio quantitativo
da distancia entre dois genes (GRIFFITHS et al., 1998).

Ainda na década de 90, por meio de esforcos internacionais foi definido um Mapa
Consenso da Galinha (GROENEN et al., 2000), integrando os trés mapas de ligagéo, e definiu
1.889 locos em 50 grupos de ligacdo que cobriram 3.800 cM (centiMorgan). Posteriormente,
foram incluidos 372 locos, totalizando 4.200 cM distribuidos por 53 grupos de ligacdo
(SCHMID et al., 2005). Recentemente, um novo mapa consenso foi publicado com a
inclusdo de 8.599 SNPs, cobrindo 3.228 cM e incluindo microssatélites, totalizando 9.268
locos (GROENEN et al., 2009). Por meio deste aumento no nimero de marcadores, mais
informacdes sdo geradas para 0 mapeamento de QTLs e consequentemente a identificacdo de
genes de importancia econdmica para a avicultura (AMBO, 2007).

No Brasil, em 1999, foi desenvolvido o Projeto de Genoma da Galinha, visando
inicialmente realizar o mapeamento de QTLs para caracteristicas de desempenho e carcaca.
Para tanto, foi estabelecida uma parceria entre a Embrapa Suinos e Aves (Concordia/SC) e a
ESALQ/USP (Piracicaba/SP), na qual duas populacdes referéncias foram desenvolvidas em
esquema F, e denominadas TCTC e CTCT.

Ambas as populagdes se originaram de cruzamentos reciprocos entre uma linhagem de
corte (designada TT) e outra de postura (CC). A linhagem de corte foi selecionada visando
melhorar o peso corporal, rendimentos de carcacga e partes, converséo alimentar, viabilidade,
fertilidade, eclodibilidade e reducdo de doencas e gordura abdominal. A linhagem de postura
foi selecionada com objetivo de melhorar a producédo, peso e qualidade dos ovos, conversdo
alimentar, viabilidade, maturidade sexual, fertilidade, eclodibilidade e um reduzido peso
corporal (ROSARIO et al., 2009).
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Um dos grandes objetivos de estudo de mapeamento de QTLs é compreender as bases
moleculares que sdo responsaveis por caracteristicas complexas e desta forma, utilizar as
informacdes geradas no melhoramento genético. Para que o mapeamento de QTL seja
eficiente, além da variacdo genética na populacdo, deve-se levar em consideracdo outros
fatores, como: o numero e a amplitude do efeito do QTL, a herdabilidade da caracteristica
estudada, a interacdo entre os genes, o tamanho do genoma, a frequéncia da recombinacéo
entre 0s QTLs e a utilizacdo de mapas altamente saturados por marcadores informativos
(TANKSLEY, 1993).

Um método proposto por Lander e Botstein (1989) para mapear QTLs é o
mapeamento por intervalo, que se baseia na identificagdo de um QTL pontual flanqueado
entre duas marcas adjacentes. Sendo assim, a posicdo do QTL é determinada pela posicédo
relativa no intervalo entre os alelos e o marcador (FALCONER; MACKAY, 1996). Os
métodos estatisticos utilizados para 0 mapeamento por intervalo sdo os de regressdo e de
méaxima verossimilhanca.

Ao adotar o método de regressdo, dois modelos genéticos podem ser utilizados: o
“line-cross” (analise de F;) e do “half-sib” (analise de familias de meio-irmaos). O primeiro
segue a metodologia de Haley et al., (1994), supondo que as linhagens fundadoras estdo
fixadas para os diferentes alelos do QTL, por possuirem diferentes bases genéticas. Desta
forma, é analisada a probabilidade dos genétipos dos F, terem sido herdados da linhagem
materna ou paterna. O segundo modelo (“half-sib”) se baseia na metodologia de Knott et al.,
(1996) onde ha uma pré-suposicdo sobre o niumero de alelos do QTL e as frequéncias dos
mesmos dentro das linhagens fundadoras.

Nas populacbes da Embrapa (TCTC e CTCT) realizou-se a descri¢cdo genotipica
(ROSARIO et al., 2009) e a construcio de mapas de ligacdo (NONES et al., 2005; AMBO et
al., 2008; ROSARIO et al., 2010). Diversos QTLs foram mapeados em VArios cromossomos
para ambas as populaces. Na TCTC QTL foram mapeados no cromossomo 1 (NONES et al.,
2006), 2 e 4 (BARON et al., 2010), 3 e 5 (RUY et al., 2007), 6, 7, 8, 11 e 13 (MOURA et al.,
2006; BOSCHIERO, 2009), 19, 23, 24 e 26-28 (AMBO, 2007), 9, 10, 12, 14-18 (BARON et
al.,, 2010; NONES et al., 2012). Na populagdo CTCT foram mapeados QTLs nos
cromossomos 1, 3 e 4 (ROSARIO et al., 2009, 2010; SILVA et al., 2011).

2.3 QTL no cromossomo 2 da galinha associado com deposi¢do de musculo de peito
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Atualmente, de acordo com o banco de QTLs (ANIMALQTLDB, 2013), 192
publicacdes constataram 3.919 QTLs mapeados na galinha doméstica associados com 297
caracteristicas de interesse econémico. Em relacdo ao musculo de peito foram mapeados 119
QTLs. No cromossomo da galinha 2 (GGA2) 379 QTLs foram mapeados e associados com
diversas caracteristicas, como resisténcia a doengas (SIWEK et al., 2003; DORSHORST;
SIEGEL; ASHWELL, 2011), porcentagem e peso de gordura abdominal (JENNEN et al.,
2004; CAMPOS et al., 2009), producdo e qualidade dos ovos (BHATTACHARYA et al.,
2011; XU et al., 2011) entre outras.

Caracteristicas de crescimento também foram associadas com QTLs mapeados no
GGAZ2, tais como: porcentagem de musculo de peito (ZHOU et al., 2006b), peso de musculo
de peito (IKEOBI et al., 2004; ATZMON et al., 2008; NADAF et al., 2009; TERCIC et al.,
2009; NASSAR et al., 2012;) e porcentagem de peito (BARON et al., 2010). De acordo com
Nassar et al. (2012), o rendimento e qualidade do musculo, em especial 0 musculo de peito, é
uma das caracteristicas de maior importancia, tanto nutricional como econémica, merecendo
destague nos estudos para uma maior compreensdo e posterior adicdo da informacdo ao
melhoramento genético. Além disso, esta caracteristica tem correlacdo genética positiva com
gordura (0,34), o que dificulta a selecdo de animais para esta caracteristica (ZHOU et al.,
2006b).

Além desta correlacdo genética, de acordo com Havenstein, Ferket e Qureshi (1994), o
resultado da selecdo genética em frangos de corte para maior ganho de peso resultou na
diminuicdo do tamanho do coracdo, o que gera uma insuficiéncia na funcdo deste 6rgédo,
prejudicando o bombeamento de oxigénio para os demais tecidos. Desta forma, torna-se
fundamental uma melhor compreensdo de como as caracteristicas, selecionadas nos
programas de melhoramento genético, em especial a de deposi¢cdo de musculo de peito, se
comportam e como se relacionam geneticamente com as demais caracteristicas, evitando
maiores prejuizos e associa¢fes negativas na integridade fisioldgica das aves (GAYA, 2006).

Baron et al. (2010) realizaram o mapeamento de QTLs na populagdo experimental F;
da Embrapa para a analise das caracteristicas de carcaca, partes de carcaca, pernas, cabeca e
seus rendimentos. Utilizando 649 animais foi realizada a analise de F, e dentre os QTLs
mapeados, merecem destaque os que foram associados com porcentagem de peito no GGA2:
um significativo a 5% na posi¢do 242 cM (entre os marcadores MCW0185 e MCW0264), com
5,14% de variancia fenotipica explicada pelo QTL, e um sugestivo na posi¢do 156 cM (entre

0s marcadores MCWO0062 e ADL0373), com 3,85% de variancia fenotipica. Levando em
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consideracdo apenas o QTL significativo identificado no GGA2, a regido-alvo utilizada neste
estudo foi definida com base nos marcadores mencionados (MCW0185 e MCW0264).

Estes resultados corroboram com os estudos realizados por Ikeobi et al. (2004); Tercic
et al. (2009) e Nassar et al. (2012), que mapearam QTLs para caracteristicas relacionadas ao
musculo de peito na mesma regido do QTL significativo mapeado por Baron et al. (2010)
entre os microssatélites MCW0185 e MCW0264. Porém, estas regides de QTL sdo grandes e
podem conter muitos genes. Nesta regido de QTL, por exemplo, 66 genes foram identificados

pela ferramenta BioMart do Ensembl.

2.4 Sequenciamento do genoma da galinha

O genoma da galinha foi o primeiro animal doméstico a ser sequenciado, por meio de
um Consorcio Internacional (Internacional Chicken Genome Sequencing Consortium)
(HILLIER et al., 2004). Foi utilizado o DNA de uma fémea da espécie Red Jungle Fowl, que
é a ancestral das linhagens e racas das galinhas domésticas atuais (FUMIHITO et al., 1994).

O genoma da galinha é relativamente pequeno (~1,07 Mb), ou seja, aproximadamente
40% do tamanho do genoma humano e do camundongo. Isto porque, existe uma baixa
quantidade de sequéncias repetitivas, além da presenca de introns pequenos, comparado ao
genoma dos mamiferos (DEQUEANT; POURQUIE, 2005).

A tecnologia de sequenciamento de DNA foi inicialmente descrita por Sanger, Nicklen
e Coulson (1977), e desde entdo, por mais de duas décadas, o sequenciamento foi realizado
fundamentado nesta metodologia e na tecnologia de eletroforese baseada na fluorescéncia (LI
et al, 2009). O método consiste em adicionar nucleotideos modificados
(didesoxirribonucleotideos) a uma cadeia simples de DNA por meio da enzima DNA
Polimerase. Porém, o proximo nucleotideo é impedido de ser adicionado a cadeia, devido a
auséncia hidroxila na extremidade 3’ no nucleotideo modificado. Apds a formacao de
diversos fragmentos de diferentes tamanhos, os mesmos séo separados por eletroforese para
detectar o nucleotideo presente (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977; SANGER;
COULSON, 1975).

Em seguida a técnica se tornou automatica, utilizando sequenciadores com
eletroforese vertical em placa (ABI377 Applied Biosystem) ou eletroforese em capilar
(ABI3100 Applied Biosystem) (SMITH et al., 1986). A partir de 2005 plataformas
denominadas de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo passaram a Ser

comercializadas gerando informacdes de milhdes de pares de bases em apenas uma corrida.
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As principais sdo: 454 FLX da Roche, Applied Biosystems SOLID, HiSeq da Illumina Genome
Analyzer, PacBio da Pacific Biosciences e lon Torrent da Life (CARVALHO; SILVA, 2010).

Com o surgimento do sequenciamento de nova geracdo, dados altamente reproduziveis
e informativos e com precisdao na quantificacdo de transcritos foram gerados (CARVALHO;
SILVA, 2010), aumentando e melhorando as informagdes contidas nos mapas genémicos e
consequentemente promovendo importantes avangos no melhoramento genético avicola.

Estas novas tecnologias de sequenciamento geram eficientemente grandes quantidades
de sequéncias, tanto em termos de tempo, como de custo. Sdo fundamentadas em principios
diferentes quando comparadas com o método classico de Sanger e por isto sdo denominadas
de segunda ou préxima geracdo (MARGUERAT et al.,, 2008; FOX et al., 2009). As
plataformas de sequenciamento de nova geracdo sdo uma alternativa poderosa para estudos de
gendmica estrutural e funcional (CARVALHO; SILVA, 2010).

Porém, diferentemente da tecnologia de Sanger, as plataformas de sequenciamento de
nova geragdo produzem reads de comprimento menor: Roche 454 (400-500 pb), Illumina
Genome Analizer (até 2x100 pb), ABI SOLID (25-75 pb) e lon Torrent (100-200 pb)
(TURNER et al., 2009). Esta caracteristica pode ser considerada desfavoravel se o objetivo do
trabalho for sequenciar novos organismos, ou seja, se ndo existe 0 genoma referéncia para
auxiliar na montagem das reads. Isto porque, estas sequéncias curtas fazem pequenas
sobreposicOes, dificultando a formacdo de contigs e consequentemente a montagem do
genoma (KATO, 2009).

Ainda segundo Kato (2009), estas pequenas reads também geram problemas em
regides repetidas do genoma, pois elas acabam sendo alinhadas em uma mesma regido, néo
representando a repeticdo existente na sequéncia do genoma. Além disto, para que seja
realizada uma cobertura completa do genoma, é necessario obter muitas reads. Desta forma,
se for obtida uma boa cobertura de sequenciamento do genoma, estas novas tecnologias se
tornam Uteis na identificacdo de polimorfismos, como 0s SNPs e INDELSs.

Algumas das aplicacbes do sequencimento de nova geracdo incluem: o
sequenciamento e ressequenciamento do genoma, identificagdo de genes, RNAs, SNPs,
delecGes e insercdes, analise do transcriptoma, identificacdo e caracterizagdo de splicing
alternativos e perfis de expressao génica (FOX et al., 2009). Estas tecnologias tém em comum
a geracdo de sequéncias em uma escala sem precedentes, sem a necessidade de clonagem
(MARGUERAT et al., 2008).

Desta forma esta nova tecnologia tem muito a acrescentar na gendmica avicola, sendo

importante nos avancos no melhoramento genético (KATO, 2009). Isto porque, a partir do seu
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uso, torna-se possivel a identificacdo de muitos marcadores SNPs e INDELs para
linhagens/populagdes especificas, e consequentemente a identificacdo de alelos relacionados
as caracteristicas quantitativas de interesse econdmico (COUTINHO et al., 2010).

Porém, uma das grandes dificuldades encontrada ao utilizar estas plataformas de
sequenciamento de nova geracao é o grande nimero de dados gerados. Isto se deve ao fato de
que estes dados sdo gerados em um menor tempo e menor custo, 0 que aumenta o interesse e a
utilizacdo em todo o mundo. Para tanto, diversos programas sdo utilizados para auxiliar na
analise destes dados, area denominada de bioinformatica.

A primeira etapa das anélises de dados de sequenciamento de nova geracao consiste
em verificar a qualidade das reads obtidas, para que, em seguida seja realizada uma limpeza,
com a remocdo das reads de baixa qualidade. Em seguida as reads sdo alinhadas contra a
sequéncia de um genoma referéncia, presente nos bancos de dados publicos. Apds esta etapa,
é possivel identificar variacdes genéticas (SNPs, INDELs e CNVSs) e entdo realizar a anotacéo
funcional destas variantes.

Para a andlise de qualidade das reads, podemos utilizar o programa chamado FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que permite a visualizacdo por
meio de graficos e tabelas de diferentes parametros de qualidade do sequenciamento, como o0
contetdo de GC, numero de reads, etc. Apos esta analise é possivel detectar problemas com
os dados antes da realizacdo de uma anélise mais aprofundada.

Para a realizacdo do alinhamento das reads contra um genoma referéncia, de acordo
com Hamada et al. (2011), diversos programas estdo disponiveis: Bowtie (LANGMEAD et
al., 2009), Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), SHRiMP2 (DAVID et al., 2011),
BWA (LI; DURBIN, 2010), Stampy (LUNTER; GOODSON, 2011), MAQ (LI; JUE;
RICHARD, 2008), PerM (CHEN et al., 2009), entre outros.

Dentre estes, 0 BWA se mostra eficiente no alinhamento de sequéncias curtas com
uma grande sequéncia referéncia, evitando gaps. Este programa é considerado de 10-20 vezes
mais rapido em relacdo ao MAQ, mantendo a mesma precisdo, além de gerar o alinhamento
no formato SAM, que é Util para as andlises seguintes (LI; DURBIN, 2010). Porém o Bowtie2
se destaca pela sua capacidade de resolver o problema de reconhecimento de regides de gaps
que podem ser erros de sequenciamento ou verdadeiras insercdes ou dele¢bes (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012).

Para a identificagdo de SNPs e INDELS, o programa SAMtools (LI et al., 2009) é
indicado, ja que permite a utilizacdo e converséo de arquivos do tipo SAM/BAM, classifica os

alinhamentos obtidos, remove as duplicadas de PCR, identifica e gera diversas informacoes
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dos polimorfismos (SNPs e INDELSs). Apos a identificacdo de variagcBes genéticas, torna-se
possivel, por meio do programa ANNOVAR (WANG; LI; HAKONARSON, 2010) e do VEP
(MC LAREN et al., 2010) realizar a anotacdo funcional.

2.5 ldentificacédo de polimorfismos: SNPs e INDELs

O mapeamento de QTL no genoma da galinha é o primeiro passo para que possamos
compreender as variacOes existentes e consequentemente aplica-las no melhoramento
genético. Porém, para que o mapeamento de QTL seja possivel um dos fatores
imprescindiveis é a existéncia de mapas contendo um grande numero de marcadores
moleculares. Estes marcadores sdo pontos de referéncia no genoma e podem ou nao estar
associado a expresséao de genes (BOSCHIERO, 2006).

Dentre os marcadores utilizados nos mapas genéticos, estdo os microssatélites, SNPs e
INDELs. Os microssatélites sdo sequéncias de até seis nucleotideos que se encontram
repetidas no genoma em tandem e sdo co-dominantes, estando presentes nos dois alelos de um
individuo heterozigoto (DODGSON et al., 1997). Os SNPs sdo mutacées no DNA onde
apenas uma base é alterada com uma frequéncia minima de 1% de uma dada populacdo
(KWOK; GU, 1999). A principio, os SNPs podem ser bi-, tri-, ou tetra-alélicos, porém, séo
mais conhecidos como marcadores bi-alélicos. As INDELs sdo pequenas inser¢des ou
delecdes no genoma. E o segundo tipo de polimorfismo mais comum, ficando atras apenas
dos SNPs (MULLANEY et al., 2010).

O uso dos SNPs é interessante, pois estdo presentes em grande quantidade em
praticamente todas as popula¢cdes, mesmo sendo bialélicos, ou seja, tendo uma baixa
informacdo polimdérfica ao se comparar com os multialélicos (MEUWISSEN et al., 2001).
Além disto, estdo sendo utilizados cada vez mais como marcadores moleculares, gerando
mapas genéticos altamente saturados e polimorficos (KUMAR; BANKS; CLOUTIER, 2012).

Na galinha, mais de 2,8 milhdes de SNPs, entre outros polimorfismos, ja foram
identificados a partir da comparacdo da sequéncia do genoma do ancestral da galinha com
sequéncias obtidas em trés linhagens domesticadas: um macho de corte (White Cornish), uma
fémea de postura (White Leghorn) e uma fémea de uma espécie ornamental (Silkie chinesa)
(WONG et al., 2004). Rubin et al. (2010), ressequenciaram pools de 88 animais provenientes
de quatro linhagens de postura, quatro linhagens de frangos de corte e duas populagdes de Red
Jungle Fowl. Como resultado, identificaram cerca de 7 milhdes de SNPs em diferentes

linhagens de galinhas e quase 1.300 delecoes.
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Kranis et al. (2013), num grande projeto entre o Instituto Roslin (Escécia) e diversas
empresas de melhoramento avicola, ressequenciaram pools de 243 aves de 24 diferentes
linhagens (corte, postura, comerciais e experimentais) e identificaram 78 milhdes de SNPs
segregando em uma ou mais linhagens. Este imenso ndmero foi reduzido para 1,8 milhdes
apos selecdo, com o objetivo final do desenvolvimento de um chip denso de SNPs (600K).

As INDELs, que também podem ser identificadas por meio do sequenciamento de
nova geracdo, podem influenciar a estrutura do gene, o splicing no pré-RNA mensageiro, a
evolucdo da expressdo g@énica, a duplicacdo de genes e rearranjos cromossomais
(FONTANILLAS et al., 2007). A presenca de INDELs influencia o tamanho do genoma e
desta forma é um pardmetro que atua na evolugcdo do tamanho do genoma (PETROV, 2000;
GREGORY, 2005).

Brandstrom e Ellegren (2007) identificaram cerca de 140.000 INDELSs por meio do
sequenciamento de trés linhagens de galinhas realizado pelo International Chicken
Polymorphism Map Consortium. Apos filtrarem as INDELS, concluiram que a densidade de
INDELSs foi baixa nos microcromossomos quando comparada com 0S macrocromossomos €
baixa no GGAZ comparado com os autossomos. Os resultados indicaram também que a
densidade das INDELSs e SNPs estéo altamente correlacionadas.

A partir da identificacdo destes polimorfismos em todo genoma, juntamente com as
informacdes dos fenotipos e do pedigree (ZHANG et al., 2012) torna-se possivel realizar
analises de associacdo e detectar mutacdes causais e regibes gendmicas que possam conter
estas mutacOes de forma mais efetiva que as estratégias de mapeamento de QTL
(HIRSCHHORN; DALY, 2005).

2.6 Analise de associacdo e mutacéo causal

Alguns estudos ja foram realizados visando detectar polimorfismos na galinha
doméstica e possiveis associacdes com caracteristicas de interesse. Estudo de associa¢do pode
ser realizado pela varredura do genoma, por meio de estudos de genes candidatos (por posi¢édo
e funcdo) e SNPs (SHORT et al., 1997).

Estudos de genes candidatos por funcgéo se baseiam no fato de uma mutacgéo dentro de
um gene que codifica uma proteina possa estar relacionada diretamente ou indiretamente a
uma caracteristica de importancia produtiva (FONTANESI, et al., 2008). Porém, a principal

desvantagem desta estratégia € que sd0 poucos 0S genes com caracteristica quantitativa
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conhecida e existe uma dificuldade em relacionar o efeito do gene com a variante causal,
principalmente para genes com efeito menor no fen6tipo (COUTINHO; ROSARIO, 2010).

Polimorfismos identificados na familia de genes MyoD foram associados com
caracteristicas de carcaca (YIN et al., 2011). Zhang et al. (2009), identificaram dois SNPs no
gene calpaina 3 e encontram associa¢es dos gendtipos, haplétipos e diplotipos com peso
vivo, peso de carcaca, peso do musculo do peito e peso do musculo de pernas. Em relagéo
gene horménio do crescimento, polimorfismos foram associados ao peso corporal e ganho de
peso (NIE et al., 2005). Em bovinos, polimorfismos encontrados no gene Diacylglycerol O-
acyltransferase homolog 1 (DGAT1) foram associados a maior quantidade de gordura
presente no leite (GROBET et al., 1997; WINTER et al., 2002; GRISART et al., 2002).

Na populacdo F, da Embrapa diversos estudos foram realizados para identificar
polimorfismos em genes candidatos e associa-los a caracteristicas de interesse. Felicio et al.
(2013a) associaram um SNP no gene CAPN1 com peso corporal dos 35 aos 42 dias, peso de
coxas, peito e carcaca e com luminosidade da carne. Outro polimorfismo foi identificado no
gene CAPNS e associado ao rendimento das coxas, perdas de agua por cozimento da carne e
forca de cisalhamento. Nos genes FGFBP1 e FGFBP2 SNPs foram associados a desempenho,
carcaca e qualidade de carne (FELICIO et al., 2013b).

Dentro da mesma populagéo foi identificado um SNP no gene KLF3 e associado aos
pesos de figado, coxas, ganhos de peso dos 35 aos 41 dias. Outro polimorfismo no gene
PPARGCI1A foi associado aos pesos das asas, cabeca, carcaca, dorso, coxas, peito, figado e
gordura abdominal (PERTILLE, 2013). Boschiero et al. (2013) identificaram SNPs nos genes
IGF1 e KDM5A e associaram a peso corporal, percentual de hematdcrito, consumo de ragédo e
porcentagem de gordura abdominal.

Em relacdo as mutacdes causais, elas sdo dificeis de serem encontradas e
comprovadas, existindo apenas alguns resultados conhecidos (ANDERSSON, 2001). Um dos
estudos mais conhecidos é o do gene Halotano em suinos, que € responsavel pela deposicdo
de musculo na carcaga, porém uma mutacao neste gene € responsavel por animais com uma
carne mais palida, mole e exsudativa (chamada PSE, em inglés pale, soft e exsudative)
(BRIDI et al., 2006). Portanto, realizando um simples teste genético é possivel identificar a
mutacdo causal e diferenciar 0s animais normais dos heterozigéticos e recessivos,
determinando quais animais ndo possuem a mutacdo (FUJII et al., 1991).

Uma delecdo de 11 pb na sequéncia que codifica o gene da miostatina (MSTN) foi
associada ao fendtipo de musculatura dupla encontrada em bovinos (GROBET et al., 1997).

Essa mutacdo gera uma proteina ndao funcional, levando a um aumento na massa muscular do
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animal, principalmente devido ao efeito da hiperplasia (aumento no numero de fibras
musculares). Porém, ocorrem prejuizos ao fenétipo do animal, tais como: a diminuigdo na
quantidade de gordura intramuscular, responsavel pelo marmoreio, problemas na fertilidade
das fémeas e em relacdo a tolerancia ao estresse (POTTS et al., 2003). Ainda em bovinos uma
mutacao no éxon 8 do gene DGAT1 foi relacionado a gordura no leite (WINTER et al., 2002;
GRISART et al., 2002).

Em ovinos, duas importantes mutaces foram identificadas, uma no gene BMPR1B
afetando a taxa de ovulacdo e outro no gene CLPG causando uma hipertrofia muscular,
principalmente no membro pélvico do animal (quarto traseiro) (MULSANT et al., 2001;
WILSON et al., 2001). Em frangos, uma mutagdo causal no gene BMP12 gera o fenétipo de
pescoco pelado (MOU et al., 2011). Outros estudos em animais domeésticos, como bovinos,
suinos e ovinos, associaram mutacdes causais com caracteristicas de producdo
(BRAUNSCHWEIG, 2010).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar SNPs e INDELs (pequenas Insercdes e
Delecdes) em uma regido-alvo no cromossomo 2 da galinha (GGA2), que foi associada
anteriormente com deposi¢do de musculo de peito.

Sendo assim, os objetivos especificos foram:

(i) Realizar o ressequenciamento do genoma completo da galinha por meio do
sequenciamento de nova geracdo de 18 aves de duas linhagens divergentes parentais
experimentais, de corte e de postura, desenvolvidas pela Embrapa Suinos e Aves;

(if) Realizar uma filtragem dos polimorfismos identificados por meio de indices de
qualidades;

(iv) Realizar a anotacdo funcional dos polimorfismos selecionados e identificar
polimorfismos potencialmente relacionados com a caracteristica de interesse;

(v) Construir um catalogo detalhado dos polimorfismos detectados nesta regido em

duas populagdes experimentais Brasileira.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populacgdo experimental, extracdo e quantificacdo do DNA

Para a realizagdo deste projeto foram utilizados DNA gendmico de 18 animais das
linhagens parentais de corte (designada TT) e de postura (designada CC) desenvolvida pela
Embrapa Suinos e Aves (Concoérdia/SC). A linhagem TT se originou do cruzamento de
linhagens comerciais provenientes das racas White Plymouth Rock, New Hampshire e White
Cornish, enquanto que a CC originou se da White Leghorn.

Utilizando estas duas linhagens foi desenvolvida uma populagéo experimental F;, pela
Embrapa Suinos e Aves para mapeamento de QTLs. Foram realizados cruzamentos da
linhagem TT com a CC, na proporc¢do de um macho para uma fémea, sendo utilizados no total
de sete machos e sete fémeas. As aves foram mantidas em gaiolas individuais com controle de
pedigree e os ovos identificados para possibilitar o anelamento dos pintos da primeira
geracdo, chamados de F1, ao nascer.

Para a formacdo da geracdo F,, foram escolhidos aleatoriamente um macho e trés
fémeas da geragdo F;, gerando 21 familias de irmdos completos. Em seguida, essa populacio
F, foi numerada, com controle de pedigree individual, e suas caracteristicas de crescimento e
carcaca foram avaliadas. Na Figura 1 é possivel visualizar a estrutura da populagdo. Na
Tabela 1 estdo descritos os 18 animais das linhagens parentais que foram estudados no

projeto.

TTicC  CCITT Linhagens Parentais
g
Tt:il.'.'T Geracio F1
n o U I D I I O O B |
TcTe : : : : :
CTeT ;%: Geracio F2

Figura 1 - Estrutura da populagdo desenvolvida pela Embrapa Suinos e Aves (Concordia/SC) (Adaptado de
ROSARIO et al., 2009)



32

Tabela 1 — Animais parentais sequenciados, sendo nove da linhagem de corte (TT) e nove da de postura (CC)

i Animais
Linhagens .
Fémeas Machos
Corte TT5461 TT5586 TT5642 TT5561 TT5649 TT5921 TT6037
TT6232 TT6270
Postura CC241 CC332 CC37 CC5 CC570 CC1 CC372

CC88 CC886

A extracdo de DNA dos 18 animais foi realizada a partir das amostras congeladas de
sangue cedidas pela Embrapa Suinos e Aves. Em funcdo de algumas amostras estarem
coaguladas, empregou-se o protocolo baseado na enzima Proteinase K, conforme protocolo
modificado de Maniatis et al. (1982). A concentracdo do DNA foi determinada pelo

NanoDrop™ 2000 e sua integridade foi verificada em gel de agarose a 1%.

4.2 Sequenciamento de Nova Geragao

O Sequenciamento de Nova Geracdo foi realizado em duas plataformas da Illumina:
HiScanSQ e HiSeq1000, de acordo com a disponibilidade no Laboratorio de Biotecnologia
Animal (ESALQ/USP). Apesar da utilizacdo de duas plataformas diferentes, a tecnologia de
sequenciamento foi a mesma para os dois equipamentos (sequenciamento por sintese) e
ambas realizam a bridge amplification para clonar os fragmentos. O que difere nestas duas
plataformas é a capacidade de geracdo de dados, o HiScanSQ gera 150 Gb (Giga bases)
enquanto o HiSeq1000 gera 300 Gb.

4.3 Preparacao das amostras

Antes da preparacdo das amostras para 0 sequenciamento, elas foram quantificadas
novamente no Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Tecnologies), que possibilita uma quantificacdo
mais precisa do DNA, etapa importante para o sequenciamento de nova geracdo. Em seguida
as amostras foram diluidas para 2,5 ng/uL, que ¢ a concentra¢do necessaria para iniciar a
preparacdo das amostras.

Foi utilizado o kit lllumina Nextera®DNA Sample Preparation (Illumina), onde a
molécula de DNA é fragmentada (tamanho médio de 250 pb) por enzimas e adaptadores séo
adicionadas as suas extremidades. Em seguida os fragmentos sdo amplificados por PCR e 0s

indexes com os adaptadores (P5 e P7) sdo adicionados as extremidades (Figura 2).
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DNA Genomico
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4 Fragmentacio
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Index 1\ Primer de Sequenciamento da Read 1

ay - i

Primer de Sequenciamento da Read 2

¥ Amplificacio por PCR

PS5 Indexl RI m P7

Fragmento para o Sequenciamento

Figura 2 - Etapas da preparagdo das amostras: fragmentacdo e adi¢do de adaptadores nas extremidades para
posterior amplificacdo por PCR e adicdo dos indexes com os adaptadores (P5 e P7) (Adaptado do
Protocolo da Illumina: Nextera® DNA Sample Preparation Guide)

Ap0s a preparacdo das 18 amostras, o tamanho dos fragmentos foi verificado por meio
de gel de agarose (1%), e em seguida as amostras foram quantificadas por PCR em Tempo
Real com o kit KAPA Library Quantification kit (KAPA Biosystems). A concentracdo de
DNA nas bibliotecas foi determinada por meio de uma regresséo linear determinada pelas seis
amostras padrdes presentes no kit.

4.4 Clusterizacdo

Depois de calculadas as concentragdes de todas as amostras, elas foram diluidas para a
concentragdo de 20 pM e utilizando o equipamento denominado cBot (lllumina), estes
fragmentos foram fixados a superficie das laminas de sequenciamento (flow cell). A flow cell
é dividida em oito linhas independentes e a sua superficie estdo fixados oligonucleotideos
complementares aos adaptadores adicionados anteriormente as extremidades dos fragmentos
de DNA (P5 e P7), fazendo com que estes fragmentos sejam fixados a flow cell.

Utilizando o kit TrugSeq PE Cluster kit v3-cBot-HS (lllumina) no mesmo
equipamento, foram realizadas reac¢des sucessivas de amplificacdo desses fragmentos (bridge
amplification), que ocorrem em sequéncia, gerando muitas cépias de cada fragmento, os quais

permanecem proximos, formando os clusters (conjuntos de varios fragmentos idénticos entre
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si) para que o sinal de fluorescéncia gerado tenha uma intensidade suficiente para a correta
deteccdo pelo laser do equipamento. O fabricante recomenda a formacéo de 750 a 850 mil

clusters por mm2 da superficie da flow cell.

4.5 Sequenciamento

Apbs a clusterizacdo, as bibliotecas foram sequenciadas no HiScanSQ ou no
HiSeq1000 (lllumina), de acordo com a disponibilidade dos equipamentos. Em ambos 0s
equipamentos o comprimento de leitura foi de 2 x 100 nucleotideos e as amostras foram
distribuidas nas linhas da flow cell levando em consideracdo: a capacidade de geracdo de
dados de cada equipamento, as combinacdes possiveis de indexes para a identificacdo de cada
amostra e a cobertura inicial desejada por animal.

Inicialmente dois individuos foram sequenciados (CC88 e TT5661) no HiScanSQ,
com o0 objetivo de testar e padronizar os parametros a serem utilizados por meio de
bioinforméatica. Levando em consideracdo a capacidade deste equipamento (150 bilhdes de
pares de bases por corrida), e que as duas amostras foram adicionadas na mesma linha da flow
cell, a cobertura do sequenciamento desejada inicialmente para estas duas amostras foi de
7,5X por amostra.

Em seguida, com a disponibilidade do HiSeql1000 (que gera 300 bilhdes de pares de
bases por corrida), todas as 18 amostras foram sequenciadas. Porém, neste equipamento a
cobertura de sequenciamento estabelecida inicialmente foi de 18X para cada amostra. Sendo
assim, foram sequenciadas triplicatas de cada amostra e em cada linha da flow cell foram
utilizadas um pool de seis amostras escolhidas de forma aleatdria com seus respectivos
indexes (Figura 3). Nota-se que no pool dos seis ultimos animais (Linha 7) ndo foi
sequenciado em triplicada. Sendo assim, foi necessaria mais uma corrida de sequenciamento

(realizada no HiScanSQ) para obter a cobertura de 18X estipulada inicialmente.
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Figura 3 — Esquema da distribuicdo das 18 amostras nas oito linhas da flow cell para o sequenciamento no
HiSeq1000 (Illumina). Foi realizada triplicada dos dois primeiros pools com seis amostras cada

Para o sequenciamento das amostras em ambos os equipamentos foram utilizados o kit
TrugSeq SBS kit V3, 200 cycles (HS) (lllumina) que realiza a incorporac¢do dos nucleotideos
em cada uma das fitas dos clusters. Em seguida, o equipamento faz a leitura da superficie da
flow cell através de imagens e reconhece o nucleotideo incorporado pelo comprimento que o

mesmo emite quando excitado pelos lasers do sequenciador.

4.6 Processamento inicial dos dados

Os dados resultantes do sequenciamento foram gerados em forma de imagens. O
programa Consensus Assessment of Sequence and Variation (CASAVA, lllumina, versao
1.8.2) tem a capacidade de analisar estas imagens brutas e localizar os clusters, estimando a
intensidade e ruido de cada um. A partir disto, o programa faz a leitura de cada base,
realizando o chamado demultiplex, ou seja, retira os indexes que serviram para diferenciar as
amostras que foram sequenciadas na mesma linha da flow cell. Além disto, o programa
transforma os arquivos que estdo no formato *.bcl para o formato *.fastq.gz (que séo arquivos
do tipo FASTQ compactados).

Em seguida, os arquivos foram descompactados para *.fastq e uma checagem inicial
da qualidade do sequenciamento foi realizada com o programa FastQC, o que resulta num
relatério da qualidade das reads por meio de graficos e tabelas.

Com base na qualidade inicial das reads, foi realizada uma filtragem utilizando a
ferramenta SeqyClean (versdo 1.3.12, ZHBANNIKOV; HUNTER, 2013), com scores

minimos de qualidade 24 e comprimento minimo do fragmento de 65 pb.
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4.7 Alinhamento

O alinhamento das reads contra 0 genoma referéncia da galinha (Gallus_gallus 4.0,
NCBI) foi realizado com o Bowtie2 (versdo 2.1.0, LANGMEAD; SALZBERG, 2012), um
programa répido, preciso, com alta sensibilidade e capaz de analisar reads maiores que 50 pb.
Segundo 0s mesmos autores, 0 Bowtie2 permite também solucionar problemas causados pelo
sequenciamento de baixa qualidade, ou quando existem regides de gaps (lacunas), que podem
ser verdadeiras insercGes ou delecdes ou erros de sequencimento. Apds o alinhamento, foi
gerado um arquivo no formato *.sam (do inglés, Sequence Alignment/Map) ou a
representacdo binaria (*.bam) que é equivalente ao SAM, porém é mais compacto.

4.8 Definicdo da regido-alvo

As etapas seguintes ao alinhamento, como a identificacdo de polimorfismos e anotagao
funcional, foram realizadas apenas numa regido de interesse do genoma, ou seja, uma regido
de um QTL significativo a 5%, que foi associado com porcentagem de musculo de peito (F=
15,32 e 5,14% da variacdo fenotipica explicada pelo QTL, BARON et al., 2010). Esta regido-
alvo foi localizada no cromossomo 2 da galinha entre os marcadores microssatélites
MCWO0185 e MCW0264.

Utilizando os pares de primers flanqueadores de cada marcador (obtidos no Ensembl)
(Tabela 2) e a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi possivel
determinar a posi¢cdo exata da regido-alvo no genoma referéncia da galinha (Gallus_gallus-
4.0) em trés bancos de dados: NCBI (http://www.nchi.nlm.nih.gov/), Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html) e Pré-Ensembl (http://pre.ensembl.org/index.html). Desta
forma, foi determinada a regido do QTL no genoma: 105.848.755-112.648.761 pb, que €é

composta por 66 genes (BioMart - Ensembl).

Tabela 2 — Primers direto e reverso dos marcadores microssatélites que delimitaram a regido-alvo estudada no
GGAZ2 obtidos do Ensembl

Marcadores Primer Direto Primer Reverso
MCWO0185 TGAATAGATTTCAGTGAGTGC GATCTACTGTCATTTTAGTTT
MCW0264 CTTACTTTTCACGACAGAAGC AGACTGAGTCACACTCGTAAG
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4.9 ldentificagéo e filtragem de polimorfismos

Ap0s o alinhamento das reads e com a posi¢do exata no genoma da regido-alvo a ser
estudada (105.848.755-112.648.761 pb), foi possivel identificar os polimorfismos com o
programa SAMtools (versdo 1.4, LI et al., 2009). Mas antes disso, alguns procedimentos
foram necessarios, como: (i) remover as duplicatas de PCR; (ii) realizar a ordenacédo
posicional e indexacdo e (iii) checar o arquivo BAM inicial, quanto ao nimero de reads
mapeadas e as presentes na fita direta ou reversa (LI et al., 2009).

Para a deteccdo de polimorfismos (SNPs e pequenas INDELS) o programa SAMtools
(opcao mpileup) utiliza diferentes tipos de informacdes, tais como: o numero de reads que
apresentam mismatch em relacdo ao genoma referéncia, qualidade da sequéncia e taxa de erro
de sequenciamento. Quando o programa detecta uma mismatch é mais provavel que esta seja
devido aos erros no sequenciamento do que realmente devido & uma mutag&o (LI et al., 2009).
Antes da identificacdo de polimorfismos, foram testadas varias opc¢des do SAMtools

(mpileup) para a definicdo dos melhores parametros (Tabela 3).

Tabela 3 — Diferentes pardmetros testados para definir o comando utilizado para a identificacdo de SNPs e
INDELs com o programa SAMtools e opcdo mpileup

Parametros Definicdo
C50 Reduz o efeito das reads com excesso de mismatches
m2 Minimo de duas reads alinhadas para predi¢do da INDEL
E Computacdo BAQ estendida
D100 Limita a cobertura a no maximo de 100 reads

Desativa o realinhamento probabilistico para o calculo da
B qualidade da base de alinhamento (BAQ), reduzindo os

falsos positivos
N&o remove os pares andmalos na identificacdo de

A X

variante
h Coeficiente de erros de homopolimeros
S Calculo de strand bias

Com base nos resultados dos testes efetuados, foi definido o seguinte comando para a
identificacdo dos polimorfismos:
samtools mpileup -g20 -Q20 -AB -r Chr2:105,848,755-112,648,761 -ugf genoma_Ggallus.fa
arquivo.bam | bcftools view -bvcg - > arquivo.raw.bcf.

A opcdo —g20 significa uma qualidade minima de mapeamento de 20 e 0 —Q20
significa a qualidade minima da base de 20. As opcdes -A e -B estdo descritas na Tabela 3. As

demais opg0es utilizadas no comando estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Descricdo das opcOes utilizadas para a identificagdo de polimorfimos por meio do programa
SAMtools (opg¢do mpileup)

Opcéo Definigéo
mpileup
Arquivo referéncia no formato FASTA
g Calcular as probabilidades genotipicas e gerar no formato BCF
Semelhante a opcdo ¢, porém gera o formato BCF
u descompactado
bcftools view
b Saida no formato BCF
% Saida com as variantes genéticas e respectivas posi¢coes
c Chamada de variantes usando a inferéncia Bayesiana
g Chamada dos genotipos das variantes para cada amostra

Apds a deteccdo dos polimorfismos foi necessario realizar uma filtragem precisa dos
mesmaos, e para isso foram utilizados quatro parametros: qualidade dos SNPs/INDELs (Q>30,
onde o valor 30 representa o phred score, ou seja, aceitacdo de 1 erro a cada 1.000 bases);
cobertura total minima da mutagdo (DP4>5, o DP4 representa a soma total de reads na fita
direta e reversa de cada mutacdo); SNPsS/INDELs presentes em ambas as fitas (direta e
reversa, para evitar a chamada strand bias) e remocdo dos SNPs/INDELs com cobertura
maxima maior que trés vezes o desvio padrdo da cobertura média (também levando em

consideracdo o valor de DP4).

4.10 Anotacgdo Funcional

Apbs a filtragem dos polimorfismos foi realizada a anotacdo funcional dos SNPs e
INDELs com o programa ANNOVAR (Annotate Variation) (versdo 2013aug23, WANG et
al., 2010). Esta etapa consistiu em identificar a localizagdo dos SNPS/INDELs e
consequentemente possiveis efeitos funcionais dos polimorfismos detectados em regides
codificadoras dos genes. O ANNOVAR fornece a localizagdo no genoma dos polimorfismos
(regido downstream/upstream, 3’ UTR/5’ UTR, intergénica, éxon, intron, RNA ndo
codificante (ncRNA), splicing, etc) e seu efeito funcional: SNP sinbnimo ou ndo sinénimo,
SNP stopgain (causa stop codon) e stoploss (muda o stop codon) e INDEL frameshift ou nédo

frameshift, como esté ilustrado na Figura 4.
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—>Intergénica- sinaliza o mnicio ou o final de um gene e mnfluenciana transcrigio

—> Regiaoregulatoria—regulaa expressio do gene

—> Upstream

Inicio de — 5’ UTR - regifio nio codante que se iniciano cap 5 e se estende até o codon de

codificagio niclagao

—> Intron

—>SNP sinénimos—resultaem novo codon que codifica a mesma aminoacido

—>SNP néo sinonimos - resulta em novo coédon que codificaum aminoacido diferente

JUdN)

—> INDEL Frameshift -a sequénciade codons apos o ponto que ocorreua mutagao
(delegédo ounsercédo) é totalmente alterada

—> INDEL nio Frameshift - ocorre a adicdo/remogéo de codon (s) devidoa msercéo ou

Finalde delecédo de (oumultiplos de 3) bases

codificagiio —> 3’ UTR —regido nio codante que se iniciano codon de terminagio

—> Downstream

Figura 4 — Esquema ilustrativo da estrutura do DNA e o efeito de cada polimorfismo (SNP ou INDEL) em
relagdo a sua acéo (Adaptado de MCLAREN et al., 2010)

Apo6s a anotacdo com o ANNOVAR foi utilizada a ferramenta VEP (Variant Effect
Predictor) do Ensembl (http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html)  para
determinar o efeito dos SNPs encontrados nos genes. Estes efeitos foram verificados com
base em scores do SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), que leva em consideracdo a
posicdo do SNP e o tipo de aminoécido que é alterado, ou seja, prediz se a troca ira afetar a
funcdo da proteina. O SIFT score indica se a mutacdo foi ndo toleravel (<0,05) ou toleravel
(>0,05).

Um SNP ndo sindnimo deletério é aquele que ocorre em regides muito conservadas de
uma proteina. Segundo Ng e Henikoff (2003), se em determinada regido de uma familia de
proteina sempre existir 0 aminoécido leucina, presumi-se que a leucina possui uma funcéao
importante nesta proteina, e desta forma, qualquer mudanca (mutacdo) sera prejudicial, e
classificado como mutacdo néo tolerada. Outra forma de ser considerado um SNP deletério é
se ocorrer uma mudanca de aminodcido para outro com polaridade diferente, por exemplo,
uma troca de aminoacido hidrofébico para um hidrofilico. Um SNP tolerado é aquele em que
a mudanca de aminoacido ocorre em uma posi¢do que ndo esta relacionada com a estrutura e
funcdo da proteina (NG; HENIKOFF, 2001).

Além da anotagdo (SNPs e INDELS) e da predicdo dos scores SIFT (SNPs), também
foram verificadas as funcOes bioldgicas dos genes onde estdo presentes os SNPs (ndo

sindnimos, stopgain e stoploss) e INDELs (frameshift e ndo frameshift). Para isto foi
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utilizado o programa DAVID (Database for Annotation, Visualization, and Integrated
Discovery, HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2003a,b).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracédo e quantificacdo do DNA

Apols a extracdo do DNA das 18 amostras do sangue congelado, foi realizada a
quantificacdo do DNA no espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific). Além
da concentracdo de acido nucleico (DNA), foram obtidos os valores da absorbancia em 260 e
280 nm, que é respectivamente o comprimento de onda que os acidos nucleicos e proteinas
absorvem luz.

Por meio do célculo da razdo da absorbancia (260/280) pode-se verificar a pureza das
amostras. Segundo o proprio fabricante a razdo de pureza (260/280), o valor aceitavel para
DNA ¢ de 1,8-2,0 (Tabela 5). Apos esta etapa, 0 DNA foi diluido para a concentracdo de 2,5
ng/ul para a construgdo das bibliotecas, clusterizagdo e sequenciamento, conforme descrito

anteriormente.

Tabela 5 - Concentracdo do DNA, valores da absorbéncia (260 e 280 nm) e a razdo 260/280 para 0s 18 animais
realizada no espectrofotdbmetro NanoDrop™ 2000

Concentragéo de

Animal DNA (ng/ul) A260 A280 260/280
CC1 74,6 1,491 0,929 161
CC5 617,0 12,34 6,482 1,90
CC37 28,8 0,575 0,313 1,84
CC88 43,8 0,876 0,436 2,01
CC241 75,2 1503 0,799 1,88
CC332 89,8 1,797 0,922 1,95
CC372 50,9 1,018 0517 1,97
CC570 284,6 5,692 3,042 1,87
CC886 240,8 4816 2,501 1,93
TT5461 98,7 1,973 1,083 1,82
TT5586 87,8 1,876 1,011 185
TT5642 895,2 17,904 9,896 1,81
TT5649 18,7 0,374 0,188 1,98
TT5921 417,2 8,345 4,395 1,90
TT6037 76,1 1,522 0,770 1,98
TT6073 931,4 18,628 10,022 1,86
TT6232 570,6 11,412 6,145 1,86

TT6270 195,0 3,900 2,104 1,85
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5.2 Sequenciamento e alinhamento

Apbs o sequenciamento dos 18 animais foi obtido um total de 2.785.354.494 reads
(1.417.232.967 da read 1 e 1.368.121.527 da read 2). Utilizando a ferramenta FASTQC foi
avaliada a qualidade inicial de ambas as reads em relacdo a diferentes parametros de
qualidade de sequenciamento, como conteudo GC, numero, qualidade e comprimento das
reads, duplicatas e etc. Na Figura 5 (a e b), a fim de exemplificar, observa-se a qualidade das
reads 1 do animal CC1 antes e ap0s a filtragem. Antes da filtragem (Figura 5a) nota-se que as
bases no final da read (90-100 pb) tiveram uma qualidade menor, pois na maioria das
plataformas a qualidade vai diminuindo ao longo da corrida. Apos a filtragem as reads se

mantiveram com alta qualidade (Figura 5b).
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Figura 5 — Qualidade por base obtida pela ferramenta FASTQC da sequéncia da read 1 do animal CC1, antes
(Figura 5a) e ap6s (Figura 5b) a filtragem pelo SeqyClean. O eixo x do gréafico representa o score de
qualidade, dividido em alta qualidade (verde, 28 a 40), média (laranja, 20 a 28) e baixa (rosa, 0 a 20).
O eixo y representa a posicdo da base nas reads (0 a 94 pb). A linha central vermelha é o valor
mediano, a linha azul é a qualidade média, a caixa amarela representa o intervalo interquartil (25-
75%), 0s segmentos verticais representam o maior e menor valor observado

A filtragem das reads foi realizada por meio do software SeqyClean, mantendo um
total de 2.132.638.003 reads para os 18 animais, ou seja ~77% do nimero inicial foi mantido,
pois permaneceu apenas as reads com score minimo de qualidade 24 e comprimento minimo
do fragmento de 65 pb. Portanto nota-se na Figura 5 que depois da limpeza o tamanho do
fragmento diminuiu e reads permaneceram com alta qualidade (28-40).

Em media os 18 animais apresentaram 10,5X de cobertura de sequenciamento, sendo
que a cobertura maxima foi de 15,6X (animal TT6270), e a minima foi de 5,4X (CC372)
(Figura 6). A regido-alvo estudada, entre as posicdes 105.848.755-112.648.761 pb,
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apresentou uma cobertura de 10,6X. Uma das possiveis justificativas para a variacdo de
cobertura de sequenciamento entre 0s animais sdo as possiveis varia¢des que tenham ocorrido

durante a construcao das bibliotecas e na etapa de clusterizacao.

18,00 -
16,00 - ®
14,00 - P . ¢
L 2
x 12,00 -
. * .. * ¢
5 10,00 - [ 2 v
= * & 7S
& 8,00 - .
G L
W 6,00 PY L
4,00 -
2,00 -
OJOO T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
L I B o AR S N Y o T T " B Us B I U S I o N B T S S e
U s e om M~ UM~ 0 00 W 00 ST S W Mmoo~
L I B o o T O L o e U B« o S A Y= R Ve R Ve R o T e T ot B
o () (W] (] (] (W) [ [Ta] u L u L u o [Xa] o
© oY “ “ “EEEEEEEEE
+ Cobertura Meédia

Figura 6 — Media da cobertura de sequenciamento do genoma todo e a média para cada um dos18 animais

Os animais que foram sequenciados na mesma linha da flow cell apresentaram uma
cobertura bem variada, ndo apresentando nenhum padréo. Por exemplo, os animais CC241,
CC332, CC372, TT5661, TT6037 e TT6232 foram sequenciados na mesma linha e a
cobertura de sequenciamento para cada animal foi bem variada, por exemplo, o animal CC372

obteve a menor cobertura (5,4X) e 0 TT6270 obteve a maior cobertura (15,6X).

5.3 Deteccao e filtragem de SNPs e INDELs

A identificacdo de SNPs e INDELs foi realizada na regido-alvo de interesse
(105.848.755-112.648.761 pb), determinada anteriormente pelos marcadores microssatélites
que delimitaram a regido de QTL associada a porcentagem de musculo de peito (Baron et. al.,
2010).

Utilizando a opgdo mpileup do SAMtools foram identificados inicialmente o total de
722.832 SNPs e 63.727 INDELs para os 18 animais juntos. Em média foram identificados
40.157 SNPs e 3.540 INDELs para cada animal, e em relagdo as linhagens, na de corte foram
detectados em média 42.335 SNPs e 3.639 INDELs e na de postura, 37.980 SNPs e 3.442
INDELSs. A linhagem de corte apresentou um maior namero médio de mutagdes em relagdo a
de postura, indicando uma alta variabilidade.

Em seguida foi realizada a filtragem destes polimorfismos utilizando quatro critérios

mencionados anteriormente (qualidade da mutacéo, cobertura minima e maxima e mutacéao
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presente nas duas fitas). Em relacdo a qualidade phred score (Q>30), apenas 5% dos SNPs
inicialmente detectados nos 18 animais estavam abaixo deste critério, porém as INDELs

apresentaram uma maior porcentagem (18,8%) abaixo da qualidade 30 (Figura 7).
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% SNPs % INDELs

Figura 7 — Porcentagem de SNPs e de INDELs em relagéo aos intervalos de qualidades (0 a 230)

Segundo Li et al. (2008), esta maior presenca de INDELSs de baixa qualidade (0-30),
guando comparadado a percentagem de SNPs, pode ser explicada devido a maior dificuldade
em detectar as INDELSs. Esta dificuldade se deve ao fato de que, primeiramente, o nimero de
INDELs é cerca de oito vezes menor que SNPs (LUNTER; GOODSON, 2007,
CARTWRIGHT, 2009). Ha também, uma maior complexidade ao mapear reads em regifes
de INDELs (LI et al., 2009), sendo necessarias ferramentas que possam inferir de forma
correta a sua presenca (NEUMAN; ISAKOV; SHOMRON, 2012). O realinhamento local é
uma destas ferramentas, e 0 SAMtools a realiza, permitindo um realinhamento das reads em
torno de regibes com possiveis INDELs (LI; HOMER, 2010). Além disso, muitas vezes as
INDELSs ndo podem ser mapeadas de forma tnica no genoma referéncia devido a existéncia
de repeticdes, ou seja, uma delecdo/insercdo pode apresentar varias unidades de repeticao, que
resulta em um haplétipo alternativo igual a referéncia (ALBERTS et al., 2011).

Apos a filtragem foi mantido um total de 77% dos SNPs (n=558.767) e 60% das
INDELs (n=38.402) nos 18 animais. Na Tabela 6 é possivel observar as mutacdes (SNPs e
INDELSs) detectadas inicialmente e ap6s a filtragem para cada ave e a cobertura de

sequenciamento para cada animal.
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Tabela 6 — NUmero dos SNPs e INDELSs identificados inicialmente pelo SAMtools e apods a filtragem, a média e
0 nimero de polimorfismos Unicos identificados para os 18 animais

o N SNPs N® S,NPS N® N° IN,DELs
Animais detectados apds a INDELSs apds a
filtragem  detectados  filtragem

Cc1 39.932 33.536 3.537 2.281
CC5 41.819 37.158 4.102 2.986
o{oxy 37.297 29.581 3.485 2.118
CC88 40.359 33.628 3.860 2.473
CC241 36.460 32.162 3.768 2.639
CC332 38.100 29.236 3.393 1.902
CC372 30.689 16.248 2.523 887

CC570 39.195 29.060 3.114 1.751
CC886 37.965 30.461 3.193 1.984
TT5461 35.719 26.953 3.086 1.743
TT5586 43.793 31.590 3.321 1.849
TT5642 41.143 26.319 2.975 1.367
TT5649 40.645 26.547 3.407 1.653
TT5661 44.428 36.652 3.989 2.599
TT5921 46.552 38.833 4.371 2.917
TT6037 35.923 20.319 3.047 1.201
TT6232 46.973 40.261 4.136 2.808
TT6270 45.840 40.223 4.420 3.244
Média 40.157 31.043 3.540 2.133
Unicos 94.674 85.765 10.448 7.824

Apos a filtragem, na linhagem de corte foram mantidos 81.514 SNPs Unicos e 8.592
INDELSs unicas. Na de postura, foram mantidos 62.212 SNPs unicos e 6.791 INDELS Unicas.
Portanto, mais SNPs e INDELs foram identificados na linhagem de corte, indicando uma
maior variabilidade nesta regido para 0s nove animais da linhagem de corte. Nesta regido-alvo
do GGA2 o nimero medio de SNPs e INDELs por Kb foi de 4,56 e 0,31, respectivamente.
Este resultado € consistente com a média de SNPs encontrada por Wong et al. (2004), de 5
SNPs.kb™ e a densidade de INDEL de 0,19 INDELs.kb™ (Brandstrom & Ellegren 2007).

Dentre os polimorfismos mantidos apds a filtragem, alguns estavam presentes em
apenas uma das linhagens, ou seja, eram exclusivos. Na linhagem de corte foram identificados
73.666 SNPs e 6.189 INDELs exclusivos, ja na de postura, 56.152 SNPs e 4.909 INDELs
foram exclusivos. Estas variantes exclusivas para determinada linhagem séo interessantes para
estudo posterior.

Ao analisar cada um dos animais separadamente, nota-se que no animal TT5661 foi
identificado um maior nimero de SNPs exclusivos (n=2.101) e no TT5921 o maior nimero
de INDELSs exclusivas (291). O menor numero de polimorfismos exclusivos foi encontrado no
animal CC372, 40 SNPs e 15 INDELs (Figura9 a e b).
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Figura 9 — Numero de SNPs (a) e INDELSs (b) exclusivos para cada um dos 18 animais

Dentro das informagdes geradas para cada mutacéo existe o parametro do SAMtools
chamado GT que nos informa se um polimorfismo é heterozigoto em relagdo genoma
referéncia (0/1) ou homozigoto (1/1). Sendo assim, foi identificada para cada animal a

distribuicdo de SNPs e INDELs homozigotos e heterozigotos (Figura 10a e 10b).
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Figura 10— Porcentagens de SNPs (a) e INDELSs (b) homozigotos e heterozigotos para cada animal

Em ambas as linhagens, foram identificadas mais SNPs e INDELs homozigotos do
que heterozigotos. Segundo Bentley et al. (2008), para detectar uma variante heterozigota é
necessario pelo menos o dobro de cobertura em relacdo ao homozigoto e para ambos 0s
alelos. De acordo com os mesmos autores, quanto maior a cobertura de sequenciamento,
maior é a deteccdo de SNPs. O maior acimulo de heterozigotos ocorre com a cobertura de
sequenciamento em torno de 30X (Figura 10). Eck et al. (2009), também afirmaram que,
quanto maior a cobertura de sequenciamento, maior ¢ deteccdo de SNPs heterozigotos,
diminuindo a diferenca entre homozigotos e heterozigotos.
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Figura 10 — Relagdo entre o nimero de SNPs heterozigotos e homozigotos e sua respectiva cobertura de
sequenciamento (Adaptado de BENTLEY et al., 2008)

Todos os animais de postura apresentaram uma maior propor¢cdo de SNPs
homozigotos do que heterozigotos. Porém, dentro da linhagem de corte, trés animais
(TT5586, TT6232, TT6270) apresentaram maior proporcdo de SNPs heterozigotos, o que
sugere que nesta linhagem ha SNPs segregando. Em relacdo as INDELS, todos os animais
apresentaram mais homozigotos que heterozigotos.

Chen et al. (2007) explicaram que as INDELs homozigotas sdo mais faceis de serem
localizadas por meio da identificacdo de lacunas (gaps) durante o alinhamento das sequéncias,
ja os heterozigotos, sdo mais dificeis e muitas vezes sdo confundidos com erros de

sequenciamentos.

5.4 Anotacdo Funcional

A anotacéo funcional foi realizada para as variantes Unicas filtradas para os 18 animais
(sem duplicatas), sendo 85.765 SNPs Unicos e 7.824 INDELSs Unicas, por meio do software
ANNOVAR. Inicialmente, os SNPs anotados (n=85.765) foram classificados nas regifes do
genoma, tais como: regides intergénicas (54.282), em regibes de introns (28.687), de éxons
(513), entre outras (splicing, ncRNA, UTR5, UTR3, upstream e downstream). Em seguida,
dentro da regido de éxon, os SNPs foram classificados em: ndo sinbnimos (n=153), sinbnimos
(357), stopgain (3) e stoploss (0) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Anotagéo dos SNPS Unicos filtrados para os 18 animais

Variantes Total  Porcentagem (%)*
Todos SNPs 85.765 100
Intergénico 54.282 63,29
intron 28.687 33,45
Exon 513 0,60
Splicing 1 0,001
ncRNA 16 0,02
UTR5 78 0,09
UTR3 544 0,63
Upstream 880 1,03
Downstream 761 0,89
Exon

N&o sindnimo 153 0,18
Sinénimo 357 0,42
Stopgain 3 0,003

LA porcentagem foi calculada com base no total de SNPs anotados

As INDELs ao serem anotadas também foram classificadas em relacdo as regides do
genoma: regides intergénicas (n=4.809), regibes de introns (2.788), de éxons (7), entre outras.
As INDELSs presentes em regides de éxon foram classificadas em: frameshift delecdo (n=1) e
insercédo (3) e ndo frameshift delecéo (2) e insercédo (1) (Tabela 8).

Tabela 8 - Anotagdo das INDELS Unicas filtradas para os 18 animais

Variantes Total Porcentagem (%)!
Todas INDELs 7.824 100
Intergénico 4.809 61,46
intron 2.788 35,63
Exon 7 0,09
Splicing 0 0,00
NcRNA 4 0,05
UTR5 4 0,05
UTR3 55 0,70
Upstream 73 0,93
Downstream 84 1,07
Exon

Frameshift delecéo 1 0,01
Frameshift insercéo 3 0,04
Né&o frameshift delecédo 2 0,03
N&o frameshift insercéo 1 0,01

A porcentagem foi calculada com base no total de INDELSs anotadas
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A anotacdo de SNPs como ndo sinbnimos e stopgain sdo mutagOes em regides
codantes que alteram a sequéncia dos aminoacidos na proteina, podendo afetar a sua funcéo.
A predicdo do SIFT score utilizando a ferramenta SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) é
importante para classificar as mutacfes (SNPs ndo sinénimos, stopgain e stoploss) em
toleradas, quando ndo afetam a fung@o dos genes, e ndo toleradas, quando afetam a fungéo
génica. Para realizar esta predi¢do, o SIFT considera a posi¢cdo em que ocorreu a mutagéo e o
tipo de aminoacido que foi trocado, por exemplo, se ocorreu uma troca de um aminoacido
hidrofobico para hidrofilico ou ao contrario (NG; HENIKOFF, 2003).

Utilizando a ferramenta VEP foi realizada a predi¢do do SIFT para os 153 SNPs néo
sinbnimos e trés stopgain. Dentre estes SNPs analisados, 15 foram classificados como
deletérios, ou seja, um SIFT score igual ou menor que 0,05. Na Tabela 9 e 10 é possivel
visualizar a posicdo destes SNPs no genoma referéncia, o gene ao qual pertence, a troca de
aminoacido, o SIFT score, se este SNP ja foi depositado no banco de dados publico de SNPs
(NCBI) e em quais animais ele esta presente.

Dentre os SNPs deletérios, sete foram identificados em ambas as linhagens (Tabela 9),
cinco foram exclusivos da linhagem de corte e trés exclusivos da postura (Tabela 10). Oito
destes SNPs ainda ndo foram depositados no banco de dados (NCBI) e podem ser exclusivos
das linhagens Brasileira avaliada, principalmente aqueles encontrados em varios animais, tais
como: 0 SNP ¢.1295A>G (presente em 12 dos 18 animais), ¢.2446T>C (presente em 8
animais) e 0 ¢.797C>T (em 9 animais).

Os SNPs deletérios foram identificados em oito genes diferentes, como mostrado nas
Tabelas 9 e 10. Sendo eles: TRAPPC8, MEP1B, PRKDC, ST18, RB1CC1, SDR16C5, NSMAF
e CHD7, que estdo envolvidos em diversas funcBes, tais como: transporte de vesicula
intracelular (TRAPPC8) (SCRIVENS et al., 2011); hidrolise de peptideos e substancias
proteicas (MEP1B) (NORMAN et al., 2003); homeostase da célula (PRKDC) (LEES-
MILLER, 1992); ligacdo do DNA a fatores de transcricdo (ST18) (YANG et al., 2008);
autofagia, apoptose, proliferacdo e crescimento celular (RB1CC1) (NISHIMURA et al.,
2011); relacionado a doenca inflamatoéria na pele (SDR16C5) (MATSUZAKA et al., 2002);
regulador a producdo de ceramida (NSMAF) (ADAM-KLAGES et al., 1996) e regulador de
transcricdo e da biogénese do RNA ribossomico (CHD7) (ZENTNER et al.,, 2010).



Tabela 9 - Descricdo dos SNPs deletérios em relacdo ao genoma referéncia (Gallus_gallus-4.0, NCBI) encontrados em animais de ambas as linhagens

Gene e Mudanca de SIFT REfSNP .
posicéo (pb) SNP aminoacido score (NCBI)? Animais
MEP1B CC1, CC5, CC37, CC88*, CC241, CC372, TT5586*, TT5642, TT5649
AIC  AcalC 0,04  c.1295A>C , CC5, : : : : : ’ :
(106.699.529) car.ca ¢ TT5661, TT6232%, TT6270,
MEP1B CC1, CC5, CC37, CC88*, CC241, TT5586, TT5649, TT5661, TT6232%,
(106.700.402) /G Aat/Gat 002  rs313118741 oo
PRKDC CC1*, CC5*, CC37, CC241, CC332*, CC886*, TT5461, TT5586, TT5921*
GIA Cat/Tat 0,02  rs14684568 , CC5*, CC37, ’ : : : : :
(107.639.579) auta s TT6037, TT6270, TT6232
PRKDC . .
(107604585 C/A  tCOTg 003 c116G>A CC5, CC241, CC886, TT5586*, TT5661, TT6232
SDR16C5 . . . .
(11055083 O CeaAca 0,00 rs312478265 CC5* CC37*, CC241*, TT5661
(11'1'57“7"5A9FSG) TIC  aAa/aGa 001 c2446T>C CC5* CC37, CC241, CC332, CC372, CC886*, TT5462*%, TT6037
CHD7 CC5*, CC88*, CC570%, TT5642, TT5649*%, TT5921*, TT6037, TT6232,
(112.613.760) CIT gCt/gTt 0,02 c.797C>T TT6270%

#Para os SNPs ainda ndo depositados no banco de dados do NCBI (sem RefSNP) foi gerada a nomenclatura padrdo com sua posicio no cDNA e sua

respectiva troca de bases. *Animais heterozigotos para 0 SNP

A
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Tabela 10 - Descrigcdo dos SNPs deletérios em relagdo ao genoma referéncia (Gallus_gallus-4.0, NCBI) exclusivos para animais da linhagem de corte e para a de postura

Gene e gnp  Mudancade  SIFT  RETSNP Animais
posicao (pb) aminoacido  score (NCBI)
(J)gggg c2:§5) GIC cCt/cGt 0,02 rs313738880 TT5921*, TT6232%, TT6270*
(10'2:5;11508) CIA tCc/tAc 0,00  c773C>A  TT5921* TT6232%, TT6270*
(10F;,FZ;§§ §73) C/T Gtg/Atg 005 c.9841C>T TT5461, TT5586*
(109§;81§869) CIT CGt/cAt 0,02  ¢.2354C>T TT5642* TT5921*
(11'1'_57'\(?75561) CIA Gtt/Ttt 0,01 rs313109240 TT5461%, TT5921*, TT6232*, TT6270
(132{35:2?0) GIA Cot/Tat 0,00 rs314904296 CC332
(10'2:5511.368) AIG cAa/cGa 003  cB833A>G CC88*
(10%'_3615%%6) GIT tCHtAL 0,04 rs314633726 CC37

®Para os SNPs ainda ndo depositados no banco de dados do NCBI (sem RefSNP) foi gerada a nomenclatura padrdo com sua posicdo no cDNA e a respectiva troca de
bases.*Animais heterozigotos para o0 SNP
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Dentre 0s 15 SNPs deletérios, sete ja foram depositados em banco de dados (dbSNP),
sendo entdo, uma confirmacdo na populacdo estudada. Trés SNPs dos sete j& depositados
estdo presentes em ambas as linhagens, dois estdo somente em animais da linhagem de corte,
e dois na de postura. O SNP rs314633726 esta presente apenas em um animal da linhagem de
postura (CC37) de forma homozigota e merece destaque por estar posicionado no gene
RB1CC1, que é responsavel pela autofagia, proliferacdo e crescimento celular e apoptose
(morte celular), e consequentemente relacionado ao desenvolvimento do musculo esquelético
(NISHIMURA et al., 2011). Este SNP foi identificado em apenas um dos 18 animais
avaliados, mas merece destaque por estar presente num gene de funcdo relacionada ao QTL
mapeado nesta regido, e por isso, deve ser melhor estudado em outros animais da populacéo
experimental Brasileira.

Em relacdo aos novos SNPs identificados, quatro estdo presentes tanto na linhagem de
corte, quanto na de postura: ¢.1295A>G (MEP1B), c.116G>A (PRKDC), c.2446T>C
(NSMAF) e ¢.797C>T (CHDY7). E os outros quatros SNPs, trés estdo apenas na linhagem de
corte: ¢.773C>A (MEP1B), ¢.9841C>T (PRKDC) e ¢.2354C>T (ST18), e apenas 0 €.833A>G
(MEP1B) na de postura. Sendo que 0s SNPs ¢.773C>A e ¢.2354C>T estdo somente na forma
heterozigota, porém o primeiro esta presente no gene MEP1B que € responsavel pela hidrolise
de vérios peptideos e substancias proteicas (BUTLER et al., 1987). E o segundo estd
localizado no gene ST18, que tem como fungdo ligar fatores de transcricdo a sequéncia
especifica de DNA (JEAN et al., 1996). Desta forma, estes genes ndo estdo diretamente
relacionados com o desenvolvimento muscular, porém podem estar ligados a outros genes,

devido ao efeito de ligagéo génica, por exemplo, e devem ser melhor investigados.

5.5 Genes relacionados ao desenvolvimento muscular

A partir da anotacdo que foi realizada pelo ANNOVAR, obtivemos 0s genes (genes
ID) onde estdo localizados os polimorfismos (SNPs e INDELS). No total, 37 genes foram
identificados pelo ANNOVAR por meio das variantes, sendo que 31 foram relacionados
somente aos SNPs ndo sindnimos, trés aos stopgain e trés genes foram relacionados tanto a
SNPs néo sindnimos quanto as INDELSs frameshift e ndo frameshift.

Utilizando o programa DAVID foi possivel analisar os 37 genes e identificar quais séo
as fungbes bioldgicas e consequentemente selecionar aqueles que s&o relacionados ao

desenvolvimento muscular. Com base neste critério, trés genes foram escolhidos (DTNA,
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RB1CC1 e C-MOS), sendo que em todos eles foram localizados os SNPs ndo sinbnimos
(Tabela 11).



Tabela 11 — SNPs ndo sindnimos identificados nos genes relacionados ao desenvolvimento muscular e suas respectivas posi¢fes presentes em animais da linhagem de postura

e de corte
REfSNP Posicédo . .
Gene (NCBI)® (b)" Linhagem de Postura Linhagem de Corte
c.206A>G 107.162.693 - TT5921*, TT6037*, TT6232*, TT6270*
DTNA C.995A>G 107.181.256 - TT5461, TT5586*, TT5921*
rs317583066 107.202.913 - TT5586*, TT6037*, TT6232*, TT6270*

rs314738751  107.204.37/8 CC1, CC5, CC37, CC88, CC241, CCBB6* TT5649, TT5661
rs314633726° 109.659.296 CC37 -
RB1CC1 ¢.3318C>G 109.659.438 CC37, CC570* -
rs312375447  109.659.713 CC1, CC5, CC88, CC241, CC332, CC570, TT5461, TT5586*, TT5649, TT5661*, TT5921%*,

CC886 TT6270*
rs80770298 110.921.092 CC1, CC5*, CC37*, CC88, CC332* TT5461, TT5586, TT5642, TT5649, TT5921,
C-MOS CC570*, CC886 TT6232, TT6270
c.904G>A 110.921.122 - TT5661*, TT6037

®Para os SNPs ainda ndo depositados no banco de dados do NCBI (sem RefSNP) foi gerada a nomenclatura padrdo com sua posicdo no cDNA e sua respectiva troca de bases.
®Posicdo dos SNPs em relacéo ao genoma referéncia (Gallus_gallus-4.0, NCBI). °SNP deletério.*Animais heterozigotos para 0 SNP

ag
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O gene DTNA (Alfa-distrobrevina) € um membro da familia de proteinas Distrofina e
€ um componente importante do complexo de proteina Distrofina (DPC). Este complexo é
fundamental para a ligagdo da matriz celular com o citoesqueleto (KAPSA et al., 2003), o que
gera uma estabilidade na fibra muscular e no sarcolema.

O gene DTNA esta envolvido na manutencdo da juncdo neuromuscular e na
homeostase do musculo, pois se liga ao C terminal da Distrofina e da Sintrofina, unindo
diretamente a matriz extracelular ao citoesqueleto do musculo (KAPSA et al., 2003). Segundo
Grady et al. (1999), uma mutacdo neste gene em mamiferos poderia gerar uma deficiéncia da
proteina, levando a distrofia muscular. Porém, alguns estudos vém sendo realizados visando
utilizar a DTNA como tratamento terapéutico para pacientes com distrofia muscular. Pois,
segundo Gieseler, Bessou e Segalat (2002), doses extras de DTNA poderia compensar
parcialmente a auséncia de Distrofina.

Na Tabela 11 nota-se que os quatro SNPs ndo sindnimos identificados no gene DTNA
séo tolerados e dentre eles, trés ocorreram somente em animais da linhagem de corte, que tem
maior deposicdo muscular. Sendo que duas destas mutagdes (c.206A>G e rs317583066) séo
heterozigotas para 0s quatro animais. Estas trés mutacdes exclusivas nos animais de corte
devem ser melhor investigadas em futuros estudos de associac¢ao, sendo variantes candidatas
para estudos de deposicdo muscular em galinhas.

O gene RB1CC1 (RBl-inducible coiled-coil 1) estd envolvido diretamente no
desenvolvimento muscular e durante a ossificacdo do embrido humano a sua expressdo é
baixa, porém sua expressdo vai aumentando conjuntamente com o aumento da calcificacdo
(CHANO et al., 2002).De acordo com Nishimura et al. (2011), mais estudos sobre o gene
RB1CC1 se faz necessario para compreender a sua acao no desenvolvimento da cartilagem e
do musculo esquelético. E desta forma, entender como sdo gerados individuos de diferentes
taxas de crescimento e peso.

No gene RB1CC1 foram detectados trés SNPs ndo sinbnimos, sendo que apenas um na
posicdo 109.659.713 pb foi detectado em ambas as linhagens, sendo heterozigoto para alguns
dos animais da linhagem de corte. Os outros dois SNPs estdo presentes apenas na linhagem de
postura, porém um deles (rs314633726) é deletério. Desta forma, é um gene candidato
interessante para estudo, pois poderia estar atuando de forma diferenciada nestas duas
linhagens, ja que é responsavel por gerar individuos de diferentes pesos. Além disto, devido a
relacdo que a expressao deste gene tem com o periodo de ossificacdo, seria interessante seu
estudo, ja que o melhoramento genético avicola proporcionou um rapido crescimento nas

aves o0 que afetou a composi¢cdo mineral dos ossos (BERNARDI, 2011).
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O gene C-MOS gera transcritos altamente expressos em tecidos reprodutivos
(testiculos e ovérios) e também em embrides que codifica a Serina/Treonina quinase, tem
como funcéo a regulacdo da maturacdo meidtica da metafase 11 (YEW et al., 1993). Durante a
fase de desenvolvimento em ratos, ocorre 0 acumulo do transcrito do C-Mos no musculo
esquelético atuando como uma proteina quinase, sugerindo ter um papel importante no
desenvolvimento do musculo esquelético (LEIBOVITCH et al., 1991). Sendo assim, o C-
MOS tem sua funcéo relacionada com o desenvolvimento muscular, por isso, os SNPs
localizados neste gene devem ser melhores estudados, uma vez que poderiam estar associados
ao desenvolvimento de mdsculo de peito.

Foram identificados dois SNPs ndo sindnimos no gene C-MOS, um na posi¢éo
110.921.092 pb (c.934C>G) e um outro na posicdo 110.921.122 pb (c.904G>A) (Tabela 11),
sendo que o primeiro esta presente em 16 animais, sendo oito da linhagem de postura (quatro
heterozigotos) e oito na de corte. O segundo apenas foi observado em dois animais da
linhagem de corte, sendo apenas um heterozigoto.

Porém para confirmar as hipoteses levantadas, seria interessante que futuros estudos
de associacdo das respectivas mutacOes identificadas neste estudo fossem realizados nestes
genes candidatos. Principalmente, devido a escassez de estudos dos genes citados no trabalho

em frangos.
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6 CONCLUSAO

Na regido de QTL estudada no GGA2 foi possivel identificar diversos SNPs e
INDELs de boa qualidade por meio de ferramentas de bioinformatica. Dentre estes, foram
identificados SNPs e INDELs em regides de éxons, que alteram ou ndo a proteina, além de
mutacdes em regides UTR e de splicing. Por meio de diferentes analises foi obtida uma lista
de SNPs e INDELSs candidatos com possiveis efeitos funcionais (deletérios) e SNPs presentes
nos genes DTNA, RB1CC1 e C-MOS, que estdo relacionados ao desenvolvimento muscular.
Futura validacdo destas mutacdes podera ser realizada em populac@es comerciais ou por meio

de sequenciamento do tipo Sanger, além de estudos de associacao.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE EXTRAGCAO DE DNA (PROTEINASE K)
METODO RAPIDO DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA
EXTRACAO COM SAL

Protocolo modificado para extracdo de DNA de sangue de galinha

1. Misturar 50pL de sangue total colhido em EDTA com 1mL de tampéo de lise de
ceélulas vermelhas;

2. Centrifugar por 1 minuto a 13000rpm. Descartar o sobrenadante. Repetir o passo 1 e 2
(4 vezes);

3. Lavar o pellet uma vez com 0,5mL de agua destilada (13000rpm, 1 minuto);

4. Ressuspender o pellet em 80uL do tampéo de proteinase K (5X), 7uL de proteinase K
(20mg/ml), 10pL de SDS 20% e 282uL de agua destilada;

5. Incubar a 55°C por 1 hora;

6. Adicionar 120pL de NaCl 5M e agitar no vortex por 15 segundos. Centrifugar a
13000 rpm por 5 minutos;

7. Transferir o sobrenadante, secar o pellet, ressuspender em 100uL H,O UP e dissolver

passando no vortex por 30 segundos.

Tampao de Lise 1%
Triton X

Tampao de Proteinase K (5X)
0,32M sucrose
12nM Tris-HCI pH7,5 0,375M NaCl
5mM MgCl,

0,12M EDTA (ph 8,0)



