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RESUMO

A demanda por produtos lacteos vem crescendo a medida que a populagdo mundial
tem um incremento em seu poder de compra. Isso desencadeia uma busca pelo
aumento da producdo por parte dos produtores de leite. Sabendo que o potencial
produtivo do animal é afetado por diversos fatores, dentre eles a conformacdo dos
animais. Esta é importante para a saude e longevidade e também para a producéo,
sendo separado por compostos: Garupa, Forca leiteira, Pernas e pés, e Sistema
mamario. Esses compostos sdo definidos de acordo com um conjunto de
caracteristicas, que recebem valores de escoro de acordo com sua apresentacao que
ao final sdo origem ao valor de Classificacdo Final. As caracteristicas morfoldgicas do
animal apresentam influéncia na producédo de leite e na longevidade, sendo duas
caracteristicas determinantes na lucratividade das propriedades produtoras de leite.
Cada composto individualmente influencia na funcionalidade do animal. O composto
da Garupa tem efeito sobre o composto pernas e pés, largura e insercdo de Ubere
além de influéncia na reproducdo. A Forca Leiteira avalia a distribuicdo da energia
consumida relacionada com o tamanho corporal, peso e condi¢ao corporal que afetam
energia destinada a mantenca. O composto de Pernas e Pés, o animal que apresenta
esse composto com baixa qualidade pode apresentar problemas de casco, que
interfere de forma negativa na producao, reproducéo, saude e bem estar. O Sistema
Mamario consiste na avaliacdo da regido do Ubere que esta ligada diretamente com a
producdo e armazenamento dentro do animal. A pontuacdo dada aos compostos é
denominada Classificacdo Final que auxilia na avaliacdo da estrutura do animal. O
melhoramento genético vem apresentando avancgos significativos para varias
caracteristicas de interesse econdmico através da utilizacdo de painéis de
polimorfismo de base unica (SNP). Com a identificacdo de regides genbmicas
associadas as caracteristicas através do Estudo de Associacdo Gendmica Ampla
(GWAS), é possivel detectar genes candidatos que podem estar relacionados com a
formacao do fenétipo estudado. Além disso, sabe-se que a expressao do genotipo
pode ser diferente em diferentes ambientes, o que pode alterar o potencial produtivo
da progénie.

Palavras-chave: Ambiente; classificacdo para tipo; compostos, GWAS, longevidade;
SNP.



ABSTRACT

The demand for dairy products has been increasing as the world's population
experiences a rise in purchasing power. This triggers a search for increased production
by dairy producers. Knowing that the productive potential of the animal is affected by
various factors, among them the conformation of the animals. This is important for
health and longevity as well as for production, being separated into compounds: Rump,
Dairy Strength, Feet and Legs, and Mammary System. These compounds are defined
according to a set of characteristics, which receive score values according to their
presentation that ultimately give rise to the value of the Final Classification. The
morphological characteristics of the animal have an influence on milk production and
longevity, two determining factors in the profitability of milk-producing properties. Each
compound individually influences the functionality of the animal. The Rump compound
has an effect on the Feet and Legs compound, udder width and insertion, as well as
influencing reproduction. Dairy Strength assesses the distribution of consumed energy
related to body size, weight, and body condition, affecting energy allocated to
maintenance. The Feet and Legs compound, the animal that presents this compound
with low quality, may have hoof problems, which negatively interfere with production,
reproduction, health, and well-being. The Mammary System consists of evaluating the
udder region, which is directly linked to production and storage within the animal. The
score given to the compounds is called Final Classification, assisting in evaluating the
structure of the animal. Genetic improvement has been making significant advances
for various economically important traits through the use of single nucleotide
polymorphism (SNP) panels. With the identification of genomic regions associated with
traits through Genome-Wide Association Study (GWAS), it is possible to detect
candidate genes that may be related to the formation of the studied phenotype.
Additionally, it is known that genotype expression can be different in different
environments, which can alter the productive potential of the progeny.

Keywords: Environment; type classification; Compounds; GWAS; longevity; SNP.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo mundial e o incremento em seu poder de compra,
a demanda pelo consumo de produtos lateos vem crescendo (Oliveira Junior et al.,
2021), e com isso, o0s produtores de leite vem buscando o melhoramento na producao
do volume de leite e seus componentes (Pedrosa et al.,, 2021). Sabe-se que a
rentabilidade das fazendas leiteiras depende principalmente da producédo de leite,
porém, outros fatores também exercem influéncia sobre o potencial produtivo do
animal, como, saude, fertilidade e conformacéo (Abo-Ismail et al., 2017), que afetam
tanto a producdo como o seu bem-estar (Mucha et al., 2018).

A conformacdo dos animais também € importante fator para a saude,
longevidade e producdo de bovinos leiteiros (Kern et al.,, 2015). No conjunto de
caracteristicas de conformacédo, os compostos que ganham destaque, sdo: Garupa,
Forca Leiteira, Sistema mamario e Pernas e Pés (Sewalem et al., 2004). Estes
compostos sdo definidos de acordo com um conjunto de caracteristicas pré-
estabelecidas, que no cédmputo final determinam uma pontuacdo em escore para
caracteristica avaliada, que no final ddo origem ao valor de Classificacdo Final
(Gutiérrez; Goyache, 2001). As caracteristicas morfol6gicas do animal, principalmente
as relacionadas ao sistema mamario, apresentam influéncia na producédo de leite,
como por exemplo, a profundidade do Ubere e a colocacdo de tetos que afetam a
capacidade e a eficiéncia da ordenha (McLaren et al., 2016). Adicionalmente, a
locomocéao, afetada pelo composto perna e pés, que esta diretamente relacionada
com a eficiéncia produtiva e reprodutiva (Vargas et al., 2018) e influenciando também
a longevidade (Gonzalez Guzman et al., 2020).

Com o advento da gendmica, o melhoramento genético vem apresentando
avancos significativos para varias caracteristicas de interesse econémico. Isso se deu,
principalmente, em fungédo do uso de painéis de polimorfismo de base Unica (SNP)
(Abo-Ismail et al., 2017). Neste sentido, uma abordagem que pode ser utilizada para
identificar regides gendGmicas significativas associadas a diversas caracteristicas de
interesse econdmico sado os estudos de associacdo de genoma amplo (GWAS)

(Mohammadi et al., 2020). Esta, possibilita a deteccdo de genes candidatos, que
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podem estar relacionados as vias biolégicas para formacao do fenétipo (Gebreyesus
et al., 2019).

Como se sabe, a expressao do genotipo pode ser diferente em diferentes
ambientes, o que pode implicar em alteragbes no desemprenho dos animais e de suas
progénies dependendo do ambiente onde sao inseridos (Ismael et al., 2016). Nesse
contexto, o estudo de GWAS para animais de producdo mostra-se necessario para o
conhecimento de possiveis variacdes genéticas em diferentes ambientes. No caso
deste estudo, no ambiente tropical, ainda ndo explorado em pesquisas anteriores
(Hayes; Lewin; Goddard, 2013). Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi
identificar regides gendmicas e genes associados aos compostos, garupa, sistema
mamario, forga leiteira, pernas e pés e classificagdo final. Adicionalmente, foram
realizadas andlises funcionais para melhor conhecimento dos processos e vias

metabdlicas relacionados aos genes significativos identificados.

1.2 CONTEXTUALIZACAO

A producdo mundial de leite no ano de 2022 era prevista para atingir 930
milhdes de toneladas, representando um aumento de 0,6% em relagéo ao ano anterior
(FAO, 2022). O Brasil € o terceiro maior produtor de leite a nivel mundial, possuindo
um rebanho efetivo de aproximadamente 16 milhées de vacas ordenhadas,
produzindo um total de 35 milhdes de litros de leite, resultando em um faturamento
anual de 69 milhdes de reais (IBGE, 2022), sendo a pecuaria leiteira responsavel pela
formacdo de cerca de 4 milhdes empregos diretos e indiretos (MAPA, 2022).

Realizando um comparativo entre os animais produtores de leite nos primordios
da producdao industrial e os utilizados atualmente, podemos observar que 0s animais
da atualidade séo expostos a diferentes desafios como: alta demanda corporal para a
alta producdo, alto desempenho reprodutivo, alimentacdo com elevados niveis
energéticos, além de diferentes tipos de alojamento (Atkins, 2007). Dessa forma,
estima-se que até o ano de 2030, no Brasil, irdo permanecer na atividade somente 0s
produtores mais eficientes, ou seja, 0s que mais se adaptarem ao emprego das
tecnologias (MAPA, 2022), incluindo o uso de animais geneticamente melhorados.

Embora o melhoramento genético do gado tenha sido muito bem-sucedido no

aumento da produtividade, ainda ha pressdo para melhorar a sustentabilidade da
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industria de laticinios e as caracteristicas que contribuem para isso (Oliveira Junior et
al., 2021). Como € o caso das caracteristicas reprodutivas e de conformacao corporal,
gue em boas condi¢Oes reduzem a taxa de descarte, o que influencia de forma direta
na lucratividade da industria (Abo-Ismail et al., 2017). O aumento da lucratividade com
a melhora dessas caracteristicas ocorre pois um animal com a vida produtiva mais
longa representa diminuicdo no custo de reposicdo, maiores numeros de lactacéo,

consequentemente apresenta maiores rendimentos (Atkins, 2007).

1.3CONFORMACAO

Historicamente, a realizacdo da classificacdo linear tinha como objetivo
principal a precificacdo dos animais e o reconhecimento dos produtores que criavam
potenciais reprodutores, sendo assim, as caracteristicas de tipo corporal tornaram-se
muito conhecidas, principalmente pela sua facil mensuracdo (Miglior et al., 2017,
Olasege et al., 2019). Porém, a avaliacao era feita no animal como um todo, sem a
realizacdo dos destaques em pontos fortes e fracos de cada animal, sendo apenas
pontuada a conformacéo, podendo ser “bom mais”, “muito bom” ou “excelente”
(Atkins, 2007).

Com o passar do tempo, observou-se a influéncia das caracteristicas fisicas
dos animais nos resultados econémicos das propriedades (Abdalla et al., 2021), ou
seja, notou-se que a selecdo de animais voltado para melhor conformacgéo corporal
influenciava no rendimento financeiro (Olasege et al., 2019). Esse incremento
financeiro ocorre, pois, a conformacdo do animal possui correlacdo com a
longevidade, reproducdo, locomocdo, (Abo-Ilsmail et al., 2017), afetando
consequentemente a produtividade (McLaren et al., 2016). Dentre estas
caracteristicas, a longevidade é uma das mais importantes na determinagéao do lucro
da propriedade, pois sua melhora implica na redugéao de custos com a reposicao de
animais (pois reduz o descarte involuntario), maior intensidade de selecdo materna e
maior propor¢do de vacas com maior numero de lactagées e maior produtividade
(Morek-Kopec¢; Zarnecki, 2012).

Os primeiros esfor¢cos para a melhoria da longevidade através da conformacéo

iniciaram na década de 1970, através do desenvolvimento de programas de avaliagdo
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linear realizado pelas associacfes (Kern et al., 2015). Ha relatos que a avaliacdo da
conformacao corporal em gado leiteiro comecou no inicio da década de 80, com o
foco em avaliar as caracteristicas do Ubere e de tetos, pela sabida influéncia na
producéo (McLaren et al., 2016). Desde ent&o, séo realizados diversos estudos que
abordam relacdo entre essas caracteristicas, lembrando ainda, que além do fator
geneético, a longevidade também é afetada por fatores ambientais (Atkins, 2007). A
conformacéo em geral também é um indicativo de adaptagéo dos animais ao ambiente
pois alguns dos genes ja identificados indicam pressdo de selecdo para essas

adaptacdes (Gonzalez et al., 2017).

1.3.1 Garupa

O conjunto denominado de garupa é composto pelas caracteristicas: largura da
garupa, angulo de guapa e forca lombar, apresentando grande influéncia nas
estruturas de pernas e pés, largura e insercdo de Ubere e na reproducdo (Atkins,
2007). Apresenta também grande influéncia na facilidade de parto, pois o
comprimento e largura da garupa afetam o tamanho da regido pélvica, assim como
também o angulo de garupa influéncia na passagem do neonato (Sawa et al., 2013).

Além da sua influéncia na reproducao, as estruturas da garupa possuem alta
correlacdo com o0s compostos de pernas e pés (Bohlouli et al., 2015). As
caracteristicas que compde esse composto, juntamente com 0s outros grupos de
composto, sdo importantes para a predicdo da produtividade, fertilidade e saude, pois
influencia na capacidade de locomocdo do animal (Martins et al, 2020), além de

influenciar a longevidade (Getu et al, 2015).

1.3.2 Forga Leiteria

Esse composto é formado pelas seguintes caracteristicas: estatura, largura de
peito, profundidade corporal, angulosidade, condi¢cdo corporal e nivelamento linha
superior. O objetivo desse composto € a avaliacdo do equilibrio corporal e capacidade
de producéo (Atkins, 2007), pois um animal bem conformado tem maiores chances de
possuir um maior potencial produtivo. O tamanho corporal do animal esta diretamente

ligado a distribuicdo da energia consumida, dessa forma, a diminuicdo do gasto de
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energia de mantenca, relacionado ao tamanho corporeo, € um fator importante para a
manutencao e aumento da producéo (Schmidtmann et al., 2022).

Além disso, 0 peso e a condi¢cado corporal estdo correlacionados de forma
negativa com a eficiéncia produtiva, sendo assim, animais menores e com melhores
condicbes corporais tendem a ser os mais eficientes (Vallimont et al., 2011). A
condicdo corporal se refere a quantidade de gordura armazenada e essa reserva
possui importancia principalmente apos o parto. Porém, um animal com alta reserva
tem sua saude e reproducdo afeta de forma negativa (Isensee et al., 2014). A
mensuracdo da condicdo corporal ocorre através do escore de condicdo corporal
(ECC).

1.3.3 Pernas e Pés

Esse composto € responsavel pela avaliacdo das seguintes caracteristicas:
qualidade 6ssea, pernas vista lateral e posterior, profundidade do taldo e angulo de
casco, dessa forma avaliando a qualidade da locomocé&o. Problemas na morfologia
das pernas e pés, que pode contribuir para lesées nos cascos (Pérez-Cabal et al.,
2006). Representa a terceira maior causa de descarte involuntario em animais na
idade produtiva, ficando atras somente de problemas reprodutivos e saude do Ubere
(Luigi-Sierra et al., 2020). Sabe-se que uma locomoc¢ao adequada esta diretamente
associada com a producéo, eficiéncia reprodutiva, saude e bem-estar (Vargas et al.,
2018).

A formacao desse composto possui correlacdo baixa a moderada com a saude
dos cascos (Chapinal et al., 2013), influenciando sua ocorréncia (Mucha et al., 2018).
Esse problema causa dor e desconforto ao animal, afetando diretamente o seu bem
estar (Heringstad et al., 2018) e causando prejuizos no seu potencial de producao
(Chapinal et al., 2013). Os animais acometidos com problemas nos cascos, além de
necessitarem de intervencao veterinaria, gerando custos com seu tratamento (Wu et
al., 2016), também apresentam dificuldade para se locomoverem até o local de

alimentacao e até a ordenha (Pérez-Cabal et al., 2006).

1.3.4 Sistema Mamario
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Esse composto engloba as seguintes caracteristicas: altura do Ubere, largura
do Ubere e colocacdo de tetos vista posterior, ligamento central, textura do Ubere,
profundidade do Ubere, insercdo de Ubere, colocacdo de tetos anteriores e
comprimento dos tetos. Sabemos que a estrutura mamaria esta associada com a
longevidade, saude e bem-estar, estando diretamente ligada com os rendimentos
econdmicos (Devani et al., 2020). Isso ocorre, pois a producéo de leite necessita de
um Ubere saudavel e bem conformado, para sustenta¢cédo da producao e resisténcia a
doencgas como a mastite, um problema recorrente nas propriedades leiteiras (Tribout
et al., 2020). Adicionalmente, influencia na saude, na estrutura dos tetos, assim como
seu tamanho e diametro influenciam na ordenha mecanica, tanto na colocacao de

equipamentos como na velocidade de extracdo (McLaren et al., 2016).

1.3.5 Classificacao Final

A classificacéo final, pode ser chamada também de sistema de pontuacéo
linear, se refere a pontuacdo geral dada ao animal de acordo com a avaliacao
individualizada dos compostos, tendo como objetivo auxiliar a avaliacdo da estrutura
geral do animal (Bohloulo, et al., 2015). Os valores referéncia variam de acordo com
a raca e programa utilizado para a avaliacdo, contudo para o gado holandés sao
utilizados os scores de 1 a 9, onde 1 se refere a caracteristica indesejada e 9 para
excelente (Miglior et al., 2017).

No passado sua avaliacdo tinha como objetivo principal a identificacdo e
pontuacdo da beleza dos animais. Atualmente é utilizada como uma ferramenta para
produtores e programas de selecao (Miglior et al., 2017). Isso ocorre pois a soma de
todos os compostos que formam o animal interfere no seu potencial produtivo, além

de saude, bem-estar e longevidade (Campos et al., 2015).

1.4 ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA - GWAS

O melhoramento genético de varias espécies, tanto animais como de plantas,
esta evoluindo rapidamente com a utilizacdo da selecdo gendmica (Boichard et al.,
2012). Esse avanco ja era esperado, visto que, ha muito tempo ja se conhecia a

importancia do conhecimento e funcionalidade dos genes (Kanehisa; Goto, 2000).
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Dessa forma, desde 2009 essa tecnologia vem auxiliando no melhoramento genéticos
de vérias caracteristicas de interesse econémico (Abo-Ismail et al., 2017).

A genotipagem de animais tem se tornado cada vez mais acessivel, pois seu
custo vem diminuindo possibilitando avaliacdo molecular de rebanhos comerciais dos
mais diferentes tamanhos. Com isto, um nimero maior de animais pode contribuir com
sua informacdo genbmica, o que permite que maiores estudos com marcadores
moleculares sejam realizados, desde analises de GWAS como no uso para a sele¢éo
gendmica (Marete et al., 2018). O aumento na genotipagem dos animais para realizar
a selecdo gendbmica tornou possivel a implementacdo de estudos de associacéo
gendbmica ampla - GWAS nas caracteristicas complexas e de interesse econémico
(Tribout et al., 2020), e sua utilizacdo em larga escala na pecuaria (Marin-Garzén et
al., 2021). Sendo assim, nas Ultimas décadas, os estudos de GWAS se tornaram uma
ferramenta poderosa na busca de potenciais marcadores genéticos em todo o genoma
(Abdalla et al., 2021).

Através do conhecimento das regibes gendmicas é possivel associa-las a
possiveis genes candidatos que afetam a expressdo da caracteristica de interesse
(Wu et al., 2013). Além disso, os avancos tecnologicos para a genotipagem vem
permitindo a identificacdo de varios SNPs distribuidos por todo o genoma (Marin-
Garzén et al., 2021). Essa identificacdo € importante, pois juntamente com estudos de
GWAS é possivel realizar o mapeamento dos genes envolvidos no controle fisiolégico
para formacao do fenétipo (Pedrosa et al., 2021; Santana et al., 2015).

Como um dos avancos de estudo de GWAS, pode-se citar o estudo de
associacdo gendbmica ampla em uma Unica etapa, ou de passo unico — ssSGWAS, que
vem sendo o método preferencialmente utilizado para estudos de GWAS no
melhoramento genético animal, principalmente quando hd um ndamero de grande de
animais ndo genotipados porém com informacdes de pedigree e fenétipos conhecidos
(Tarekegn et al., 2021).

A metodologia ssGWAS aumenta a precisdo e a poténcia das buscas sem
aumento no custo da genotipagem, pois realiza o aproveitamento dos fendtipos de
outros animais relacionados através da relacdo de pedigree e genétipo, realizando a
conversdo dessas informacdes em valores genéticos estimados genémicos (GEBVS),
e com isso estima os efeitos de cada marcador e seus respectivos pesos (Wang et al.,
2012).
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1.5 ANALISE FUNCIONAL

O objetivo principal da genbmica € a descoberta de novas informacdes,
incluindo o conhecimento de genes ligados a processos biolégicos e como essa via
funciona (Jeffrey Skolnick; Jacquelyn S. Fetrow; Andrzej Kolinski, 2000). Para esse
conhecimento sédo utilizados recursos de bioinforméatica, sendo que o mais utilizado é
a ontologia génica (GO), responsavel elo fornecimento de informa¢fes dos produtos
génicos, suas atividades, fun¢des biologicas e localiza¢des celulares (Hu et al., 2009).

Como resultados de estudos de GWAS, as regides gendmicas identificadas
ajudam a explicar os processos fisiolégicos e caracteristicas fisiolégicas, sendo os
genes encontrados nessas regides podem ser utilizados como candidatos na busca
de possiveis mutagfes causais (Gonzalez Guzman et al., 2020). Um dos programas
disponiveis para aquisicdo dessas informacfes chama-se Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID), que é capaz de extrair das listas de
genes as caracteristicas biologicas associadas (Huang; Sherman; Lempicki, 2009).
Sabemos que 0s genes sao associados a varios termos biolégicos e as funcdes
bioldgicas também podem ser associadas a varios genes, essa interacdo entre genes
e processos bioldgicos mostram a complexidade dessa rede (Hu et al., 2009).

ApoOs a conclusédo dessas analises funcionais € possivel compreender melhor
se 0s genes candidatos ou as muta¢fes estudadas, e suas ac¢des nas vias bioldgicas
(Macleod et al., 2016). A realizacéo desses estudos juntamente com suas conclusdes
proporciona maior forca a ferramenta de conhecimento genémico e como 0s genes
controlam as caracteristicas de interesse em animais de producédo (Hu; Park; Reecy,
2019) e para futura implementacao na avaliagcdo gendmica (Gonzalez Guzman et al.,
2020).
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CAPITULO 2 — ESTUDO DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA
CARACTERISTICAS DE CONFORMACAO EM BOVINOS DA RACA HOLANDESA
DO BRASILO BRASIL

RESUMO

A conformacao linear dos animais exerce influéncia sobre a saude, reproducéo,
producdo e bem-estar, além da longevidade, o que influencia de forma direta a
rentabilidade das fazendas produtoras de leite. Sabendo que a expressao dos genes
é influenciada pelo ambiente em que o animal esta inserido. O estudo teve como
objetivos: 1) a realizacdo de estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) para
caracteristica de conformacéo, sendo elas: garupa, pernas e pés, sistema mamario,
forca leiteira e classificacao final; 2) Identificacdo dos possiveis genes candidatos que
possam estar envolvidos em processos fisioldégicos associados ao caracteristicas de
conformacao e as vias que essas estdo envolvidas, em rebanhos da raca Holandesa
do Brasil. Foram utilizados dados fenotipicos e genotipicos de 2.339 animais da raca
Holandesa distribuidos nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sao Paulo e Minas
Gerais. As informacdes genotipicas foram provenientes das andlises realizadas com
base em um painel de 100k marcadores do tipo SNP, com extracdo do material
biologico por meio do foliculo piloso. Para a analise de GWAS foi utilizada a
metodologia ssGBLUP. Os genes candidatos foram determinados considerando um
intervalo de 100kb up e downstream, utilizando o banco de dados Ensembl disponivel
na ferramenta BioMart. O banco de dados DAVID foi utilizado para a identificacdo das
principais vias metabdlicas e o programa STRING para a confeccdo da rede
intergénica. Foram encontrados 37 SNPs significativos em 15 cromossomos, sendo
que 27 destes SNPs possuem ligacdo com genes que podem estar influenciando as
caracteristicas estudadas. Ainda, foram encontrados 14 genes candidatos e 4 genes
que apresentaram interacdo génica em importantes vias metabdlicas, como
miogénese, adipogénise e angiogénese. Dentre os 18 genes candidatos, 4 foram
associados a miogénese (TMOD2, TMOD3, CCND2 e CTBP2) 3 foram associados a
angiogénese (FGF23, FGF1 e SCG3) e 3 relacionados com a adipogéne e tamanho
e desenvolvimento corporal (C5H120rf4, CCND2, EMILIN1 e FGF6). Os genes
candidatos relatados nesse estudo podem ser utilizados em programas de
melhoramento genético visando as caracteristicas de conformacdo em bovinos da
raca Holandesa criadas no Brasil.

Palavras-chaves: ambiente; genes; longevidade; ssGBLUP; vacas leiteiras.

ABSTRACT

The linear conformation of animals has an influence on health, reproduction,
production, and well-being, as well as longevity, which directly affects the profitability
of dairy farms. Knowing that gene expression is influenced by the environment in which
the animal is placed, this study aimed to 1) conduct Genome-Wide Association Studies
(GWAS) for conformation traits, namely: rump, legs and feet, mammary system, milk
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strength, and final classification; 2) Identify possible candidate genes that may be
involved in physiological processes associated with conformation traits and the
pathways in which they are involved in Holstein cattle herds in Brazil. Phenotypic and
genotypic data from 2,339 Holstein animals distributed across the states of Rio Grande
do Sul, Parana, Sédo Paulo, and Minas Gerais were used. Genotypic information was
obtained from analyses based on a 100k SNP marker panel, with biological material
extracted from hair follicles. The ssGBLUP methodology was used for GWAS analysis.
Candidate genes were determined considering a 100kb up and downstream interval
using the Ensembl database available in the BioMart tool. The DAVID database was
used for identifying major metabolic pathways, and the STRING program was used for
constructing the intergenic network. 37 significant SNPs were found on 15
chromosomes, with 27 of these SNPs having associations with genes related to the
studied characteristics. Additionally, 14 candidate genes were identified, along with 4
genes that exhibited genetic interactions in crucial metabolic pathways such as
myogenesis, adipogenesis, and angiogenesis. Among these 18 candidate genes, 4
were linked to myogenesis (TMOD2, TMOD3, CCND2, and CTBP2), 3 were
associated with angiogenesis (FGF23, FGF1, and SCG3), and 3 were related to
adipogenesis, body size, and development (C5H12orf4, CCND2, EMILIN1, and
FGF6). The candidate genes identified in this study can be utilized in genetic
improvement programs targeting conformation traits in Holstein cattle raised in Brazil.

Keywords: environment; genes; longevity; ssGBLUP; dairy cattle.

2.1 INTRODUCAO

A selecdo genética vem auxiliando na transformacdo e avanco da pecuaria
leiteira em todo o mundo. Durante as Ultimas décadas houve uma evolugédo na
eficiéncia de producdo, com um aumento expressivo na producdo de leite
(Schmidtmann et al., 2022). Porém, a preocupacdo em selecionar exclusivamente
animais com perfil genético para o aumento da producdo de leite, induziu a um
progresso genético desbalanceado entre as caracteristicas de interesse econdmico
(Miglior et al., 2017).

Dentre elas, a conformacédo dos animais, que com a evolugdo de estudos
voltados para producéo foi observado uma correlacao entre as caracteristicas lineares
e a producdo dos animais (Miglior et al., 2017). Pode-se destacar que essa
carateristica exerce influéncia sobre aspectos importantes na pecuaria leiteira, como
a saude animal, saude do Ubere, e em aspectos reprodutivos, como a facilidade de
parto. Dessa forma, tem-se observado que as caracteristicas de conformacao estéo

associadas tanto a caracteristicas produtivas e ndo-produtivas (Sawa et al., 2013).
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As caracteristicas de conformacédo geralmente sdo mensuradas na primeira
lactacdo, e além das associacoes citadas, elas também esta correlacionada (0,15 a
0,40) com a longevidade funcional dos animais, ou seja, a capacidade dos animais
n&o precisarem de um descarte involuntario (Zavadilova; Stipkova, 2012). Além da
conformacao, o estresse térmico pode afetar de forma negativa a longevidade dos
animais, pois o animal tera sua saude prejudicada, além de reducéo na reproducéo e
producao, resultando em impactos financeiros indesejados (Luo et al., 2021).

Dentro disso, a adaptacdo dos animais a diferentes ambientes, doencas e
parasitas, possibilita a identificacdo de genes envolvidos no processo adaptativo
dentro do genoma da espécie (Naval-Sanchez et al., 2020). Estudos tém mostrado
com o passar dos anos a crescente modificagdo do genoma bovino em resposta a
selecao artificial e evolucdo, incluindo as modificacdes advindas da adaptacdo
(Maiorano et al., 2022).

Na selecéo artificial, 0 peso dado as caracteristicas a serem selecionas € um
reflexo da necessidade do rebanho, objetivos do criador, além de preferéncia dos
consumidores e necessidades sociais, como aspectos que envolvem o meio ambiente
(Paakala et al., 2018). A utilizacdo da gendmica na selecao artificial tem apresentado
ganhos genéticos mais acurados em relacdo a selecéo artificial anterior ao advento
da genbmica (Massender et al., 2023).

Dentro da genbmica, destacam-se Estudos de Associacdo Genbmica Ampla
(GWAS - Genome-Wide Association Study). Esses tém como uma de suas estratégias
a investigacdo de mutacfes que influenciam caracteristicas de interesse econémico
(Tizioto et al., 2016; Yan et al., 2020), através da exploracéo da arquitetura gendmica
(Massender et al., 2023), utilizando os marcadores (SNP) como base nessa
exploracdo. E uma tecnologia que apresenta bom desempenho na avaliagéo de bases
genéticas de caracteristicas complexas, ou seja, sofre a influéncia de varios genes
como € o caso da caracteristica de conformacao (Cantor; Lange; Sinsheimer, 2010).

A realizacéo da analise de enriquecimento, ontologia génica (GO), é realizada
juntamente com a analise GWAS, para a identificacdo de genes candidatos
posicionados ligados, ou seja, em desequilibrio de ligacdo (LD), em vias enriquecidas
gue podem ser relevantes para a caracteristica de interesse (Gebreyesus et al., 2019).
Dessa forma os objetivos do presente trabalho foram: 1) a realizacdo de GWAS
analises das caracteristicas de conformacéo, sendo elas: garupa, pernas e pés,

sistema mamario, forca leiteira e classificacao final; 2) Identificar os possiveis genes
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candidatos que possam estar envolvidos em processos fisiologicos associados as
caracteristicas de conformacdo, que estdo envolvidas, em rebanhos da raca

Holandesa do Brasil.

2.2 MATERIAIL E METODOS

2.2.1 Fenotipos e genotipos

Foram utilizados neste estudo informacdes das caracteristicas de
conformacdo, mensuradas em 2.339 animais da raga Holandesa de rebanhos
localizados nos estados brasileiros de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul. As informacdes foram coletadas entre os anos 2021 e 2022, provenientes de
primiparas. As informacdes genotipicas foram provenientes de um painel de 100 mil
marcadores do tipo SNP, comercialmente intitulado GGP Bovine 100k SNP Chip
(Neogen Corporation, Lincoln, Nebraska, USA). A extracdo do material genético foi
realizada a partir das amostras de foliculos pilosos dos animais, seguindo o protocolo

baseado na extracdo com Fenol-Cloroférmio (Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989).

2.2.3 Controle de qualidade

Para o controle de qualidade dos dados genotipicos o0s seguintes critérios foram
considerados para a exclusdo das informacdes: Call-Rate menor que 0.90, SNPs
presentes em cromossomos nao autossémicos, SNPs com posi¢cao desconhecida ou
duplicados; SNPs com alelo de menor frequéncia (MAF) < 0,05 e SNPs com alto
desequilibrio de ligacdo (r2 > 0,995). Para as informac@es fenotipicas, dados que
excederam trés desvios padrées com relagdo a média, dentro do grupo de
contemporaneo, foram consideradas outliers e removidas do banco de dados. Apos o
controle de qualidade, realizado conforme descricdo abaixo, restaram 82.897

marcadores para as analises de GWAS posteriores.

2.2.4 Estudos de associacdo gendmica em etapa unica

O método ssGWAS foi utilizado para realizacdo das andlises de associacéo

gendmica, por meio dos programas da familia BLUPF90 (Misztal et al., 2018). O
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modulo RENUMF90 foi utilizado para renumeracdo dos dados fenotipicos e
marcadores gendmicos. O modulo PREGSF90 (Aguilar et al., 2014) foi aplicado para
estruturagcédo da matriz de relacionamento e, sequencialmente, foi utilizado o BLUPF90
(Misztal et al., 2018), responsavel pelo processamento de equacgbes de modelos
mistos. Finalizando, o modulo postGSF90 foi usado para retroceder os valores
gendmicos estimados e apresentar as solucdes dos efeitos dos SNPs para cada
caracteristica.

As caracteristicas foram analisadas utilizando o modelo animal, conforme

descrito abaixo:
y =Xb+Za+e

onde y representa o vetor de observacdes fenotipicas; X é a matriz de incidéncia
relacionando os fenotipos aos efeitos fixos, b o vetor de efeitos fixos relacionado ao
grupo de contemporaneo (fazenda, ano e estacao) e considerando a idade do animal
como covariavel linear e quadratica; Z é a matriz de incidéncia que relaciona os efeitos
aleatdrios; a é o vetor de efeitos genéticos aditivos; e € o vetor de efeitos residuais.

As variancias de a e e séo representados por:

Ho?a O
0 lo%

Var[ae] = [
em que: 0% € a variancia genética aditiva direta e 0% é a variancia residual. H é a
matriz que combina a matriz de pedigree e a matriz de informacdo gendémica,
conforme apresentado por Aguilar et al. (2010). | € uma matriz identidade. A inversa

da matriz H é representada pela equacao:

0

0
1= -l
HE=A +[0 c'- A,

onde A é a matriz de pedigree para todos os animais; A, € a matriz de relacionamento

7

dos animais genotipados; e G € a matriz de relacionamento genémico, como
recomendado em MISZTAL et al. (2018).
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O seguinte algoritmo foi utilizado para resolver os efeitos dos SNP com base
no ssGWAS (Wang, et al., 2012).

a=27u

onde a é um vetor de valores genéticos para os individuos genotipados gerados a
partir de BLUPF90; Z € uma matriz relacionando individuos aos fenétipos e u é um
vetor de efeitos de marcadores SNP.

Os efeitos SNP foram estimados utilizando-se a seguinte equacao:

a=12'1zi1z')ta

onde u & um vetor de efeitos de marcadores SNP, | € uma matriz de identidade, Z é
uma matriz que relaciona individuos aos fenétipos e a € um vetor de valores genéticos
para os individuos genotipados. Cada SNP foi assumido como tendo uma variancia
de efeito de substituicdo de alelo igual, e foi assumido que os efeitos de SNPs
seguiram o modelo infinitesimal.

Os p-valores associados aos efeitos SNP foram obtidos do programa
POSTGSF90 dentro do pacote de software BLUPF90, conforme detalhado em
(Masuda, 2019). O p-valor para o efeito SNP foi obtido seguindo a equacgéo abaixo
(Aguilar et al., 2019).

pi=2 (1- ¢ ([557)

onde ai é a estimativa dos efeitos do marcador, SD é o desvio padrao e ® é a funcdo
normal padrado cumulativa. Os p-valores foram gerados pela “backsolving” dos efeitos
dos SNPs das estimativas de valores genéticos. Esta abordagem é possivel porque o
ajuste do animal como um efeito aleatério para gerar estimativas de valor genético é
um modelo equivalente a ajustar todos os SNPs como efeitos aleatorios e resolver

esses efeitos diretamente (Garrick, 2007).
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2.2.4 ldentificacdo de genes candidatos e andlises funcionais

As regibes gendmicas contendo SNPs significativos foram exploradas para
identificacdo dos genes associados as caracteristicas estudadas, considerando-se o
P-value <5x10® (Jannot et al., 2015). A lista de genes candidatos foi determinada
considerando-se 100kb up e downstrean da posicdo do marcador no genoma, por
meio do banco de dados Ensembl Genes e o genoma referéncia de bovinos ARS-
UCD1.2 (Cunningham, 2022).

Visando o aprimoramento da compreensdo envolta dos mecanismos e
processos biolégicos compartilhados por esses genes anotados, foram realizadas
andlises de enriquecimento, por meio das ferramentas de anotacdo funcional do
minerador de banco de dados DAVID (Sherman et al, 2022; Huang et al., 2009).
Adicionalmente, foram estruturadas redes génicas utilizando-se a ferramenta STRING
(Szklarczyk et al., 2023).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Single-step GWAS

ApoOs a analise de GWAS para as caracteristicas de conformacdo foram
encontrados um total de 36 SNP significativos, sendo 5 para Classificacdo Final, 9
para Garupa, 10 para Forca Leiteira, 7 para Pernas e Pés, e 5 para Sistema Mamario,
como podemos observar no Manhatthan plot presente na Figura 1. Os SNP
significativos para as 5 caracteristicas estudadas foram encontrados nos seguintes
cromossomos: BTA2, BTA3, BTA5, BTA7, BTA9, BTA10, BTA1l, BTA12, BTA14,
BTA19, BTA22, BTA23, BTA25, BTA26 e BTA28. Do total de SNP encontrados, 27
SNP’s possuem ligacdo com genes e QTL conhecidos para as caracteristicas
estudadas. Os SNP significativos para cada caracteristica e seus respectivos genes

associados encontram-se na Tabela 1.
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Figura 1 - Manhatthan plot oriundo das andlises de single-step GWAS para as caracteristicas de
Classificacao final (CF), Forca Leiteira (FL), Garupa (GAR), Pernas e Pés (PP) e Sistema

Mamario (SM) na raca Holandesa.
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Figura 2 - Manhatthan plot oriundo das andlises de single-step GWAS para as caracteristicas de
Classificacao final (CF), Forca Leiteira (FL), Garupa (GAR), Pernas e Pés (PP) e Sistema
Mamario (SM) na raca Holandesa.
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Tabela 1 - Descrigdo dos SNP’s significativos, com os genes e numeros de QTL’s associados
significativamente a Classificacéo final (CF), Forca Leiteira (FL), Garupa (GAR), Pernas e
Pés (PP) e Sistema Mamario (SM) em vacas da raca Holandesa.

Posicéo

log-10

CARACTERISTICA CHR GENES (+100 kb) QTL
(bp) (p-valor)
TMOD2, TMOD3, LYSMD2, SCGS3,
10 58643603 8,02 DMXL2, ENSBTAG00000050593 -
CE TMOD2, TMOD3, LYMSD2, SCGS3,
10 58635462 7,38 ENSBTAG00000050593 -
26 44637034 8,22 ZRANB1, CTBP2 7
3 63243334 7,55 ADGRL2 -
SREBF2, bta-mir-33a, SHISAS,
TNFRSF13C, CENPM,
5 112981457 7,75 ENSBTAG00000050336, SEPTIN3, 47
WBP2NL, NAGA, PHETA2, SMDTI,
NDUFA6, MGC127055
FL 11 63571138 8,61 RAB1A, ACTR2 15
12 31640020 8,54 FLT1 ;
19 5726386 7,54 MMD 1
22 2988284 7,73 ZCWPW2 2
25 35085041 7,46 CUX1, MYL10 7
GRIP1, U1, HELB,
5 47431158 8,62 ENSBTAG00000053419 23
RAD51AP1, C5H120rf4, FGF6, FGF23,
5 105666159 7,72 TIGAR. COND2 27
10 93552272 7,60 ENSBTAG00000050021 -
GAR TCF23, PRR30, ABHD1, PREB,
11 72567462 7.82 CGREF1, KHK, EMILIN1, AGBLS5,
TMEM214, MAPRE3, SNORAG2 15
11 63571138 7,64 RAB1A, ACTR2
19 5726386 7,77 MMD
22 32355169 7,91 FRMD4B, LMOD3, ARL6IP5
3 63219395 7,61 ADGRL2 -
9 7763043 8,07 ADGRB3 3
14 61736112 9,26 ENSBTAG00000052148, KLF10 27
PP 22 6375507 8,14 OSBPL10 15
ZNF318, ABCC10, DLK2, TJAP1,
23 17018464 7,91 LRRC73, YIPF3, POLR1C, XPOS5,
POLH 16
23 44473942 7.41 HIVEP1
FGF1, bta-mir-2460,
7 53622219 7,91 ENSBTAG00000042624 5
. 11 78083413 7,60 LDAH 20
1> 85018262 754 COL4A2, RABIZI\(I)(,BIIIAXD, CARS2, L
28 14058016 9,36 BICC1 -

Fonte: A autora.
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2.3.2 Analise funcional

Os genes candidatos para cada caracteristica estudada encontram-se na
Tabela 2. Pode-se observar que os genes TMOD5 e TMODS3, que possuem acao na
formacdo do musculo estriado esquelético, foram associados a caracteristica de
classificacédo final (CF) nesse estudo. Os genes relacionados com a formacéao do
composto garupa foram 16 genes enriquecidos para a fungdo de regulagdo de
processos celulares, regulacdo da expressdo génica, vias de sinalizacao,
diferenciacéo celular, morfogénese de 6rgéos e outras funcdes celulares, sendo eles:
EMILIN1, FGF23, FGF6, TCF23, RAD51AP1, ACTR2, CCND2, MAPRES, HELB,
FRMD4B, TIGAR, C5H120fr4, KHK, ARL6IP5, LMOD3 e TMAM214.

Desses 16 genes foram selecionados sete que apresentaram funcdes
relacionadas com as caracteristicas estudadas, sendo genes candidatos para o
composto de garupa: C5H12o0rf4, CCND2, EMILIN1, FGF23, FGF6, HELB e TIGAR.
Para o composto pernas e pés foram encontrados oito genes enriquecidos com
funcdes na membrana e no citosol, sendo eles: ABCC10, ADGRL2, OSBPL10, TJIAP1,
POLH, HIVEP1, XPO5 e ZNF318, entre esses, trés genes candidatos tinham relacao
com as caracteristicas aqui estudadas, sendo eles: POLH, HIVP1 e ADGRL2. Para o
sistema mamario dois genes enriquecidos foram encontrados o COL4A2 e FGF1,
apresentando fungéo na matriz extracelular. Para o composto de forga leiteira n&o foi

encontrado nenhum gene enriquecido em termos de ontologia génica.

Tabela 2 - Funcdes bioldgicas relevantes identificadas a partir da analise de anotacdo para as
caracteristicas: Classificacéo final (CF), Forca Leiteira (FL), Garupa (GAR), Pernas e Pés (PP)
e Sistema Mamério (SM) em vacas da ra¢ca Holandesas.

(continua)
Caracteristica GO Termo p-Valor Genes
G0:0051694 Capeargit?teom‘?ggg?;ﬁm?agﬁ actinade 5 10E-03 TMOD2, TMOD3
G0:0030239 Conjunto de miofibrilas 3,00E-03 TMOD2, TMOD3
GO0:0006936 Contracdo muscular 1,30E-02 TMOD2, TMOD3
CF G0:0007015 Organizacéo do filamento de actina 3,80E-02 TMOD2, TMOD3
G0:0005865 Filamento fino de muasculo estriado 2,40E-03 TMOD2, TMOD3
G0:0030016 Miofibrila 5,30E-03 TMOD2, TMOD3
G0:0005856 Citoesqueleto 7,40E-02 TMOD2, TMOD3

G0:0005523 Ligacao da tropomiosina 2,50E-03 TMOD2, TMOD3



http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051694
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051694
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030239
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006936
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007015
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005865
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030016
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005856
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005523
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Tabela 3 - Funcdes biolégicas relevantes identificadas a partir da analise de anotacdo para as
caracteristicas: Classificacgao final (CF), Forca Leiteira (FL), Garupa (GAR), Pernas e Pés (PP)
e Sistema Mamario (SM) em vacas da ra¢a Holandesas.

(conclusdo)
Caracteristica GO Termo p-Valor Genes
] ~ " . oA EMILIN1, FGF23,
G0:0010628 Regulacdo positiva da expressdo génica 6,30E-03 FGF6, TCF23
. Regulacéo positiva do reparo de quebra i RAD51AP1,
CF G0O:1905168 de fita dupla via recombinacéo homéloga 2,00E-02 ACTR2
Regulagéo positiva da atividade da
G0O:0045737 proteina serina/treonina quinase 2,40E-02 CCND2, MAPRES
dependente de ciclica
GO:0008543 Via de smallgagao do receptor do fator de 5.00E-02 FGF23, FGF6
crescimento de fibroblastos
G0:0008284 Regulacao positiva da proliferacéo celular 5,90E-02 CCN?:%'FFSFZE"
) . I FGF23, FGF6,
G0:0030154 Diferenciacéo celular 8,30E-02 TCF23
G0:0009887 Morfogénese de érgao animal 9,20E-02 FGF23, FGF6
HELB, FRMDA4B,
TIGAR, ACTR2,
GAR G0:0005737 Citoplasma 2,70E-02 C5H120rf4,
CCND2, FGF23,
FGF6, KHK
) . ARLGIPS5,
G0:0005856 Citoesqueleto 4,00E-02 FRMD4B, LMOD3
_ o , i MAPRES3,
G0:0005881 Microtubulo citoplasmético 4,90E-02 TMEM214
G0:0035861 Local de quebra da fita dupla 6,70E-02  HELB, ACTR2
GO:0005104 Ligagdo do receptor do fator de 220E-02  FGF23, FGF6
crescimento de fibroblastos
ABCC10,
G0:0016020 Membrana 2,10E-02 ADGRL2,
PP OSBPL10, TJIAP1
POLH, HIVEP1,
G0:0005829 Citosol 7,60E-02 XPO5, OSBPL10,
ZNF318
SM G0:0031012 Matriz extracelular 6,60E-02 COL4A2, FGF1

Fonte: A autora.

2.3.3 Rede de interacdo génica

A rede de interacdo génica esta sendo apresentada na Figura 2. A coloracao

da ligagao entre os genes mostra a intensidade de interagcédo entre os genes. Nota-se

que para a caracteristica de conformacdo foram identificados varios genes com

diferentes intensidades de interacdo. Pode-se observar na Figura 2 uma interacao

genica entre os genes candidatos de Garupa (FGF6 e FGF23) e Sistema Mamario

(FGF1), além do gene FLT1 que apresenta funcdo de angiogénese, sendo importante,


http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0010628
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:1905168
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:1905168
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045737
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045737
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045737
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008543
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008543
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008284
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030154
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005737
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005856
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005881
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0035861
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005104
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005104
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016020
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005829
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031012
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pois sabemos que o coracdo é um dos principais componentes da maquinaria de
producéo de leite, pela sua funcdo de bombeamento de sangue.

Os genes TMOD2 e TMODS3, genes candidatos para classificacdo final,
aparecem em interacdo com o gene SCG3 (gene com funcdo na angiogénese). Os
genes candidatos dos compostos garupa (CCND2) e pernas e pés (HIVP1) também
se encontram em interacdo genica entre si e com o gene CTBP2, que apresenta
funcd@o no processo de miogénese. Além das interacdes ja citadas, os genes EMILIN
e KHK, ambos genes candidatos da garupa, apresentam uma interagdo na via de

formacéo do fendtipo.

Figura 3 - Rede de interacdo génica para genes associados as caracteristicas de Conformacdo em
vacas da raca Holandesa.

MAPRES FRMD4B
‘ e
e N/ ABHD1

ARL6IPS

©

Fonte: A autora.

2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Genes candidatos para Classificacdo Final
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O gene TMOD2 (Tropomodulin 2) esta localizado no BTA10 em bovinos. Essa
proteina faz parte da familia Tropomodulina, que possui 4 isoformas: TMOD1,
TMOD2, TMOD3 e TMOD4 (Tolkatchev et al., 2021). Sendo que, a isoforma TMOD2
€ expressa em estruturas neurais (Bao et al., 2012; Fath et al., 2011; Moroz et al.,
2013; Yamashiro et al., 2012), sendo responsavel pela codificacdo de uma
tropomodulina neural que regula o alongamento e a despolimerizacédo da actina pela
interacdo com a tropomiosina (Quintana et al.,, 2017). Essa proteina pode estar
associada a formacao de novas estruturas sinapticas e ao aumento da extensdo de
neuritos (axénio ou dendrito) (Taherabadi et al., 2019; Taherabadi; Rahmati, 2019).

O gene TMODS3 (Tropomodulin 3), localizado no BTA10, € uma das isoformas
da familia de Tropomodulinas (Tolkatchev et al.,, 2021), sendo expressa
principalmente no tecido muscular esquelético, estd associada as extremidades
pontiagudas dos filamentos finos de actina (Gokhin et al., 2014) com funcéo de ligacao
e cobertura dessas filamentos (Stobdan et al., 2022), sendo responsavel pelo controle
da polimerizacéo do filamento de actina (Liu et al., 2016) e interagdo da actina com a
topomiosina (Nolte; Thaller; Kuehn, 2019). Sendo fun¢bes importantes para a
manutencdo da estrutura e fungéo das fibras musculares.

Estudos recentes vém apresentando associacfes dessa proteina a outras
caracteristicas, como na resposta adaptativa de ratos submetidos a diferentes
pressdes atmosféricas, representando diferentes altitudes (Stobdan et al., 2022).
Outro estudo associou o gene TMOD3 a caracteristica de crescimento em
Dromedarios, apontando que essa associacdo se da pelo desenvolvimento de
eritrocitos, capeamento de filamentos de actina de extremidade pontiaguda e vias de
ligacdo da tropomiosina (Sani et al., 2022). Pela participacédo dos genes TMOD2 e
TMOD3 na via da miogénese, pode-se considerar sua relagdo com o desenvolvimento
muscular, o que pode indiretamente exercer influéncia nas caracteristicas de

conformacao de bovinos leiteiros.

2.4.2 Genes candidatos para Garupa

O gene C5H120rf4 (Chromosome 5 C12o0rf4), localizado no BTAS, néo possui
sua funcdo totalmente elucidada, mas j& se sabe que atua na diferenciacdo e
crescimento celular. Em trabalhos relacionados a bovinos, foi encontrado como gene

candidato para tamanho (Ghoreishifar et al., 2020) e peso corporal (Igoshin et al.,
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2019) em diferentes populacfes. Tal fato remete a uma possivel relacdo deste gene
com a estruturacao corporal de bovinos, o que pode indicar uma relacéo direta com a
conformacao linear em bovinos leiteiros.

O gene CCND2 (Cyclin D2), localizado no BTAS5, codifica a proteina ciclina D2
gue € uma das proteinas reguladoras que fazem parte do complexo ciclina D2-CDK4
(ciclina dependente de quinase 4) que atua na transicdo da fase G1 para a fase S
(Hatzirodos et al., 2019; Kong et al., 2019; Yoshioka et al., 2013). Alguns estudos
analisados apontam sua atuagdo na reproducdo e regulacdo de hormonios
reprodutivos em varias espécies (Aglan et al., 2020; Baddela et al., 2020; Dias et al.,
2018; GUPTA et al., 2014; Sharma et al., 2020; WANG et al., 2022; Xie et al., 2020;
Yenuganti; Viergutz; Vanselow, 2016).

Esse gene também ja foi associado a proliferacdo de pré-adipocitos (Du et al.,
2023; Wei et al., 2016) e proliferacdo de células musculares (Zhou et al., 2022). Em
bovinos, esse gene ja foi identificado como um possivel influenciador na estatura e
tamanho corporal (An et al., 2019; Ghoreishifar et al., 2020; Jiang et al., 2019),
conformacao corporal (Fang et al., 2020) e ganho de peso diario em gado da raca
Holandesa (Igoshin et al., 2019). Como podemos observar em estudos realizados com
a avaliacdo desse gene, o CCND2 pode estar associado com as caracteristicas
morfolégicas dos animais, pois tem acdo na via da miogénese e adipogénise, 0 que
pode influenciar as caracteristicas estudadas no presente trabalho.

O gene EMILIN1 (Elastin Microfibril Interfacer 1), localizado no BTA11, codifica
uma glicoproteina que faz parte da familia de matriz extracelular. Tem atuacdo na
elastogénese em diversos tecidos, além de possuir interacdo com o TGFB (Fator de
Crescimento Transformador Beta) (Randell; Daneshtalab, 2017), fator de crescimento
com funcdo no desenvolvimento embrionéario, diferenciacdo celular, secrecéo
hormonal e funcdo imunoldgica. Esse gene faz parte da estrutura microfibrilar das
fibras elasticas (Bot et al., 2015), atuando na elasticidade da pele e tecidos (Capuano
et al., 2016). Adicionalmente, esse gene ja foi associado a caracteristicas de
crescimento em bovinos da raca Charolés (Jahuey-Martinez et al.,, 2016), a
placentacdo e a migracdo e invasdo de trofoblastos (Martinez-Rocha et al., 2022;
Minuti et al., 2020; Pinto de Melo et al., 2017). Sua expressdo € maior em tecidos que
necessitam de maior elasticidade como a pele e alguns 6rgdos, como o Utero e

glandula mamaria. Tal gene pode afetar a conformacao dos animais, visto que ja foi
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associado ao crescimento de bovinos, também podemos associa-lo a sua acao de
manutenc¢ao do tecido mamario, o que afeta os bovinos leiteiros.

O gene FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23), localizado no BTA5, € um
membro da familia dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF). Estudos
relacionaram esse hormonio a diversos processos biolégicos, como: angiogénese,
morfogénese, regulacao tecidual, oncogénese (Yin; Konig, 2019), atuacao no sistema
cardiovascular (Lindberg et al., 2013) e formacao de osteoclastos (Mattinzoli et al.,
2016). Produzido principalmente no osso, o0 FGF23 atua na homeostase do fosfato
(PO43) e metabolismo da vitamina D (Blau; Collins, 2015; Imel et al., 2019; Kinoshita;
Fukumoto, 2018; Onal et al., 2018). O PO4 atua ativamente em varias vias bioldgicas
como o desenvolvimento do esqueleto, mineralizacdo Ossea, composicao da
membrana, estrutura de nucleotideos, manutencdo do pH plasmatico e sinalizacédo
celular.

O gene FGF6 (Fibroblast Growth Factor 6), esta localizado no BTA5, € um
membro da familia dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), familia essa que
esta envolvida em varios processos celulares. Estudos realizados com diferentes
racas bovinas, apontaram influéncia desse gene no tamanho corporal (Ghoreishifar et
al., 2020), conformacéo corporal (Fang et al., 2020), possiveis acdes desse gene na
massa muscular (Bernard et al., 2009), além de uma possivel maior expressao do
gene em tecido adiposo em ambientes mais frio, para uma melhor termogénese
(Shamsi et al., 2020). Em termos moleculares, esse gene atua em alguns processos
biolégicos como angiogénese, morfogénese, regulacédo tecidual, oncogénese (Yin;
Kdnig, 2019), além de atuar no desenvolvimento embrionario (COOKE et al., 2009).
Em estudos realizados com espécies de peixes observaram a influéncia da proteina
FGF6 na hiperplasia do tecido muscular (Campos et al., 2010). Adicionalmente a isso,
foi observado em ratos um papel importantissimo dessa proteina na miogénese, tanto
em filhotes como em adultos (Xu et al., 2019), além de atuar também na regeneracao
muscular (Armand; Laziz; Chanoine, 2006; Laziz et al., 2007).

O gene HELB (DNA Helicase B), esta localizado no BTA5 dos bovinos e sua
expressédo ocorre durante a replicagao celular (Fortes et al., 2013), pois atua no reparo
e duplicacdo do DNA, além de apresentar funcdo de helicase, ou seja, 0
desenrolamento da fita dupla de DNA. m decorréncia da sua fungcéo, encontra-se
predominantemente no nucleo durante fase G1 do ciclo celular (Hazeslip et al., 2020).

Adicionalmente, em bovinos, esse gene exerce funcdo na adaptagdo dos animais a
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regides de clima tropical (Sun et al., 2022) e ambientes com altas temperaturas
constantes e altos niveis de intensidade de UV (Maiorano et al., 2022). Além disso,
varios SNPs nesse gene foram associados com peso ao ano em bovinos da raca
Brahman (Naval-Sanchez et al., 2020). Tal fato corrobora com a hipo6tese testada em
nosso trabalho, de que alguns genes podem estar relacionados a adaptacfes dos
bovinos leiteiros da raca Holandesa no Brasil, situados no clima tropical e subtropical,
como é o caso dos animais participantes da nossa pesquisa.

O gene TIGAR (TP53 Induced Glycolysis Regulatory Phosphatase), esta
localizado no BTA5 e apresenta importantes funcdes a nivel celular, como
metabolismo de glicose (Melnik; Schmitz, 2022; Nair; Gupta; Shanmugam, 2022;
Saatchi et al., 2014), regulacdo do ciclo celular (Kim et al., 2017), e resposta celular
ao estresse metabdlico (Bensaad; Cheung; Vousden, 2009). Sua expressao ocorre
em quase todos os tecidos do organismo, sendo mais expresso no musculo, cérebro
e coracdo (Tang et al., 2021). Regulado principalmente pelo fator de transcricao
induzido pelo estresse p53, responséavel pelo controle de mecanismos celulares, como
ciclo celular e apoptose (Marete et al., 2018). Esse gene codifica uma enzima
reguladora da glicose que contribui na formacdo de nicotinamida
adeninadinucleotideo fosfato (NADPH) (Simon-Molas et al., 2022). Além disso,
estudos realizados com bovinos tém associado esse gene a outras caracteristicas
como adaptacao a diferentes altitudes (Abdelmanova et al., 2021; Deshmukh, 2022;
Ghoreishifar et al., 2020) e ambientes (Catillo et al., 2018), tamanho e peso corporal
e estrutura (Chebii et al., 2021). Tais caracteristicas ja associadas a esse gene, nos
sugere que ele pode estar influenciando a adaptacdo dos animais participantes da
nossa pesquisa com relacdo a diferenca de clima, sendo exposto ao clima tropical e
subtropical, em diferentes altitudes.

2.4.3 Genes candidatos para Pernas e pés

O gene POLH (DNA Polymerase Eta), localizado no BTA23 dos bovinos,
codifica a enzima “DNA polimerase eta” que esta envolvida no ciclo celular, replicacéo
e reparo do DNA e morfologia celular (Lin et al., 2020). Mutagdes nesse gene afetam
a assertividade na replicagcao do DNA, acarretando mutacgoes (Kano; Hanaoka; Wang,
2012; Masuda et al., 2007).

O gene HIVEP1 (Human Immunodeficiency Virus Type | Enhancer Binding
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Protein 1), esta localizado no BTA23 dos bovinos. A proteina codificada por esse gene
participa na regulacédo de genes que atuam na resposta inflamatoria (Diepeveen; Roth;
Salzburger, 2013; Durr et al., 2004; Zare et al., 2014).

O gene ADGRL2 (Adhesion G Protein-Coupled Receptor L2), esta localizado
no BTA3. Esse gene foi associado ao peso e crescimento em suinos (Palombo et al.,
2021), aléem do desenvolvimento das regibes intra e extracelular (Kang et al., 2018).
Em humanos sua acao também foi associada ao sistema imunoldgico (Lagou et al.,
2018).

2.4.4 Genes candidatos para Sistema Mamario

O gene COL4A2 (Collagen Type IV Alpha 2), localizado no BTAl2, é
responsavel pela codificacdo da proteina proa2(lV), molécula precursora do Colageno
Tipo 1V, responsavel pelo fornecimento de suporte estrutural a tecidos e 6rgéos, como
endomisio e perimisio (Ueda et al., 2021). Este tipo de colageno é principal constituinte
das membranas basais (Meuwissen et al., 2015), que juntamente com outros
constituintes da membrana basal regulam sua incorporacao e adesao as membranas
(Pollner et al., 1997). MutacBes nesse gene podem gerar varias doencas em varios
tecidos corporais, incluindo muscular (Kuo; Labelle-Dumais; Gould, 2012).

Em um estudo realizado com ovelhas, foi observado um aumento da expressao
desse gene no final da lactagdo, que foi associado ao turnover da lamina basal,
durante a involucdo da glandula mamaria (Suarez-Vega et al., 2015). Em vacas
Holandesas produtoras de leite foi observado que esse gene desempenha papel
importante na manutencdo da morfologia e funcdo nos 6rgaos da glandula mamaria
(Dai et al., 2017). Estudo avaliando diferentes tipos de alimentacdo em vacas
Holandesas, observou que ha uma diferenca na expressao génica ocasionada pelo
tipo de alimento ingerido, influenciando o crescimento e desenvolvimento mamario
(Dai et al., 2018). Além disso, estudos recentes apontam para uma influéncia desse
gene no metabolismo de gordura (Bai et al., 2021; Liu et al., 2020). De acordo com 0s
as caracteristicas ja relacionadas a esses genes, podemos associa-lo a estruturacéo
do Ubere em bovinos leiteiros.

O gene FGF1 (Fibroblast Growth Factor 1), localizado no BTA7, faz parte da
familia de proteinas chamadas de fator de crescimento de fibroblastos (FGFs). Essa

proteina desempenha fun¢des como: regulacdo da proliferacéo celular (Bryckaert et
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al., 2000), diviséo celular, migracéo celular, neurogénese (Hsu et al., 2012; Uchida et
al., 2017) e angiogénese (Butt et al., 2007). Estudos apontam acdes desse gene na
reproducao (Einspanier et al., 2000; Han et al., 2017; Herzog et al., 2019; Jiang; Price,
2012; Pfarrer et al.,, 2006) e desenvolvimento embrionério (Chiumia et al., 2020;
Okumu et al., 2014). Além disso essa proteina é importante para a reparacéao tecidual
(Zhou et al., 2011), visto que esse grupo de proteinas atua na formacgéo de um tipo de

tecido conectivo.

2.4.5 Genes em destaque na analise da Rede Intergénica.

O gene ABHD1 (Abhydrolase Domain Containing 1) esta localizado no BTA11.
Esse gene foi encontrado préximo a um SNP associado a caracteristicas de
crescimento em Bovinos de corte da raca Charolés (Jahuey-Martinez et al., 2016). Em
vacas leiteiras Crioulas, esse gene foi encontrado em corrida de homozigose (ROH)
(Martinez-Rocha et al., 2022), dessa forma, ndo apresentando modificacbes e
adaptacdes com o passar das geracdes, sendo um gene fixado.

Os RNAm provenientes desse gene ja foram encontrados em diversos tipos
celulares como: musculo liso, fibroblastos, alguns tipos de células sanguineas, células
endoteliais e epiteliais (Makalowska; Lin; Makalowski, 2005). Sendo esse ultimo tipo
celular um dos formadores no figado, um 6érgdo com atividade do gene ABHD1
(Shahzad et al., 2015), 6rgdo esse que possui interferéncia no crescimento e
desenvolvimento corporal pois auxilia e estimula o crescimento de células e tecidos,
como 0ss0s, musculos e demais 6rgaos. As proteinas/enzimas codificadas por esse
gene possuem acao em processos metabolicos de degradacdo de acidos graxos no
figado (LIU et al., 2022; Wathes et al., 2021). Além disso, em estudos realizados em
ratos foi observado que a proteina alpha beta hidrolase contendo dominio 1 possui
func@o na regulacdo de niveis plasmaticos de LysoPCs (Linke et al., 2020), sendo
essa molécula um fosfolipidio importante na construcdo de membrana celular.

O gene CTBP2 (C-Terminal-Binding Protein 2) € responsavel pela codificacao
da proteina de ligacdo C-terminal 2, que esta envolvida em varios processos celulares,
como regulagéo transcricional e resposta a danos no DNA. A principal funcdo dos
membros da familia CTBP é ser um co-repressor transcricional, interagindo com os
fatores de transcricéo e afetando a transcricdo do DNA. Adicionalmente, ele atua em
organelas, como o complexo de Golgi, e na diferenciacéo de tecido adiposo marrom
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(Acosta-Baena et al., 2022), além da atuacdo para a ocorréncia de apoptose celular
(Kovi et al., 2010). Esse gene também esta envolvido na regulacéo transcricional de
mediadores de Notch e outras vias de sinalizacdo (Mengistie; Suk Kim; Samuel, 2022),
dessa forma, atuando no controle de vérios processos bioldgicos (Van Hateren;
Shenton; Borycki, 2006).

Dado seu envolvimento nos processos celulares, ele afeta os processos de
desenvolvimento do organismo, como a miogénese (Ponsuksili et al., 2009). Além
disso, alguns estudos sugerem sua influéncia no sistema imunolégico (Chen et al.,
2020; WANG et al., 2009) e reprodutivo (Cochran et al., 2013; Liu et al., 2017; Valdez-
Torres et al., 2021). Além de ser considerado um gene candidato para a producao de
proteina em porcentagem no leite (Vijayakumar et al., 2019) e angulosidade em vacas
da raca Holandesa (Kolbehdari et al., 2008).

O gene SCG3 (Secretogranin lll), codifica a proteina Secretogranina Ill, que
apresenta expressao principalmente no sistema neuroendocrino desempenhando
funcdo de armazenamento e transporte de neurotransmissores (Wang et al., 2021).
Estudos recentes apontam acdo desse gene na angiogénese (Dai et al., 2022). Em
humanos foi observado que esse gene apresenta um desequilibrio de ligacdo com o
fendtipo de obesidade (Tanabe et al., 2007). Além disso, em diferentes espécies de
bovinos houve uma associacdo do gene a fase de puberdade (Dias et al., 2017,
Keogh; Kenny, 2022; Sanchez et al., 2021).

O gene FLT1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1), membro da
familia Kinase, possui funcéo na angiogénese (Bergfelder-Driing et al., 2015; Picking
et al., 2020; Rotta et al., 2015; Sagso6z; Saruhan, 2011). Além disso, estudos recentes
realizados com gado da raca Holandesa, associaram esse gene a outras
caracteristicas como profundidade do Ubere, ligamento central, forca leiteira,
nascimento de natimortos (Liu et al., 2021) e resposta imunoldgica inata (Yin; Halli;
Konig, 2022). Tais achados levam-nos a considerar esse gene como candidato na
formacao das caracteristicas estudas, principalmente as relacionadas a conformacéo

do sistema mamario.
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3 CONCLUSAO

Através das andlises GWAS foram identificados 36 SNPs significativos para as
cinco caracteristicas avaliadas. Esses SNPs estdo associados a 27 genes com
enriguecimento das vias metabdlicas, sendo encontrados 14 genes candidatos, além
de quatro genes que foram considerados candidatos para algumas vias por possuirem
interacdo génica e associados a importantes vias metabdlicas para a formacéo de
estrutura e composicao corporal.

Como principais destaques, o gene FGF23 foi identificado como participante do
processo de osteogénese. Os genes CCDN2, TMOD2, TMOD3 e CTBP2 foram
associados a via da miogénese. Os genes C5H12orf4, FGF6, EMILIN1 e ABHD1
foram associados ao tamanho corporal, crescimento e ganho de peso em bovinos. Os
genes FGF23, SCG3 e FLT1 foram associados a angiogénese. Ja os genes HELB e
TIGAR foram identificados como genes que possuem atuacao na adaptacdo dos
animais a diferentes climas e altitudes.

Deste modo, as regibes gendmicas encontradas foram de grande importancia
para a compreensdo do funcionamento molecular relaciona as caracteristicas de
conformacao em bovinos da ra¢ca Holandesa localizados no Brasil, podendo ser Uteis
para melhorar as predicdes genbmicas de caracteristicas de interesse econémico em

bovinos de leite.
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