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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa oferece beneficios significativos a sociedade ao aprimorar a eficiéncia
dos programas de melhoramento genético de bovinos das ragas Gir e Girolando,
contribuindo para a reducao de perdas econdémicas associadas a alelos recessivos
letais e semiletais. Ao identificar e mapear haplétipos letais, bem como loci
segregantes entre as racgas, esta pesquisa fornece ferramentas para evitar
acasalamentos que resultem em progénies inviaveis, promovendo maior eficiéncia
reprodutiva e produtiva. Além disso, os resultados podem subsidiar agbes nos
programas de melhoramento genético, como o Programa Nacional de Melhoramento
do Gir Leiteiro (PNMGL) e o Programa de Melhoramento Genético do Girolando
(PMGG), impactando diretamente a sustentabilidade econémica e ambiental da
bovinocultura leiteira brasileira, setor fundamental para a economia nacional e

seguranca alimentar.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research offers significant benefits to society by improving the efficiency of genetic
improvement programs for Gir and Girolando cattle breeds, contributing to the
reduction of economic losses associated with lethal and sublethal recessive alleles. By
identifying and mapping lethal haplotypes as well as segregating loci between breeds,
this research provides tools to prevent matings that result in non-viable offspring,
thereby promoting greater reproductive and productive efficiency. Additionally, the
results can support actions within genetic improvement programs, such as the National
Gir Dairy Breeding Program (PNMGL) and the Girolando Genetic Improvement
Program (PMGG), directly impacting the economic and environmental sustainability of
Brazilian dairy farming, a sector essential to the national economy and food security.
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IDENTIFICAQAO DE HAPLOTIPOS HOMOZIGOTOS PORTADORES DE POSSIVEIS
MUTAGCOES LETAIS E SEMILETAIS RECESSIVAS EM POPULACOES DE
BOVINOS GIR E GIROLANDO

RESUMO - A produtividade e a lucratividade de um rebanho sdo impactadas
principalmente pela eficiéncia reprodutiva. Todavia, a ocorréncia de alelos recessivos
deletérios pode resultar em grandes perdas econdémicas em razdo da geragao de
individuos homozigotos que resultardo em morte embrionaria precoce ou logo apés o
nascimento. Objetivou-se, com este estudo, identificar haplétipos homozigotos
portadores de mutacdes letais e semiletais nas racas Gir e Girolando, com base na
frequéncia populacional, bem como identificar a segregacao de loci recessivos letais
entre as racas Gir e Girolando. Gendétipos imputados de 64.251 animais das ragas Gir e
Girolando, foram submetidos ao controle de qualidade (CQ) e a inferéncia haplotipica
através dos programas “pregsf90” e “AlphaPhase” V1.2, respectivamente. As estatisticas
dos haplétipos foram calculadas por seis testes distintos: i) baseado na frequéncia de
animais portadores (fy,) € do numero de animais genotipados (N), onde probabilidade
de n&o observar nenhum animal homozigoto (Phn) foi calculada por Prn = [(1 = fiyr>)/4]";
i) teste de acasalamento de portadores para acasalamentos touro x matriz, onde
probabilidade de n&o observar nenhum animal homozigoto (Pnn) foi calculada por Phn =
0,75™s*™4; jii) teste de acasalamento de portadores para acasalamentos touro x avd
materno, onde probabilidade de n&o observar nenhum animal homozigoto (Pnn) foi
calculada por Pnh = 0,875™*™mgs; jv) teste de semiletalidade para acasalamentos touro x
matriz; v) teste de semiletalidade para acasalamentos touro x avd materno, e; vi) teste
de semiletalidade populacional, onde para os trés testes de semiletalidade foi calculada

uma estatistica de teste qui-quadrado unidirecional, com um grau de liberdade, x? = (Onn

— Enn)?/Enh + (OHh +HH — Ewnh + HH)?/EHn + HH. Genes candidatos foram identificados por

meio do pacote “Bioconductor” versdo 3.18 com o pacote “biomaRt” versdo Ensembl
Genes 103, sendo posteriormente confrontados com genes ortélogos, via pacote
‘orthogene”, e checados no banco de dados Mouse Genome Informatics para
caracterizacao de possiveis efeitos letais ou semiletais dos haplétipos. Como resultado,
37 haplétipos (oito para raga Gir e vinte e nove para a raga Girolando) apresentaram
redugcdo de homozigosidade significativa. Dois haplétipos da raga Gir (GI1H2 e GI23H8)
ocorreram em regides semelhantes em estudos de identificagcdo de haplétipos letais ou

semiletais para outras ragas taurinas e zebuinas, o que pode indicar uma conservagao



de haplétipos do ancestral bovino. Duas regides (GIGR3R1 e GIGR15R2) se
sobrepuseram parcialmente em ambas as ragas. Treze genes candidatos presentes em
11 haplétipos (dois da raga Gir e nove na raga Girolando) se mostraram letais ou
semiletais nas fases embrionaria, pré-natal ou perinatal. Os genes SYT71 (GI5SH3), PROC
(GR2H1) e PIK3R1 (GR20H24) corroboraram para a provavel letalidade e semiletalidade
dos respectivos haplétipos, bem como os genes SPTA17 (regido GIGR3R1) e SOX6
(regido GIGR3R2) corroboraram para uma possivel segregacao alélica semiletal. Os
resultados tém aplicagcdo pratica nos programas de melhoramento genético das ragas
Gir (Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro — PNMGL) e Girolando
(Programa de Melhoramento Genético do Girolando — PMGG), permitindo identificar
animais portadores desses haplétipos e incluir essas informacdes nos sumarios de
touros. Isso possibilita aos criadores evitarem acasalamentos que resultem em progénies

inviaveis, contribuindo para maior eficiéncia reprodutiva na bovinocultura leiteira.

Palavras — chaves: Alelos recessivos, Endogamia, Inferéncia de haplétipos, Fertilidade,
Individuos homozigotos.



IDENTIFICATION OF HOMOZYGOUS HAPLOTYPES CARRYING POSSIBLE
RECESSIVE LETHAL AND SEMILETHAL MUTATIONS IN GIR AND GIROLANDO
CATTLE POPULATIONS

ABSTRACT - Productivity and profitability in a herd are primarily influenced by
reproductive efficiency. However, the occurrence of deleterious recessive alleles can lead
to significant economic losses due to the generation of homozygous individuals that result
in early embryonic death or death shortly after birth. This study aimed to identify
homozygous haplotypes carrying lethal and sublethal mutations in Gir and Girolando
cattle breeds based on population frequency, as well as to detect the segregation of lethal
recessive loci between the Gir and Girolando breeds. Imputed genotypes from 64,251
animals of the Gir and Girolando breeds were subjected to quality control (QC) and
haplotype inference using the “pregsf90” and “AlphaPhase” V1.2 programs, respectively.
Haplotype statistics were calculated using six distinct tests: i) based on the frequency of

carrier animals (fy,) and the number of genotyped animals (N), where the probability of

not observing any homozygous animal (Phh) was calculated as Phh = [(1 — fy,%)/4]Y; i)
mating test for carrier sire x dam matings, where the probability of not observing any
homozygous animal (Phh) was calculated by Phh = 0,75™*"4; iii) mating test for carrier
sire x maternal grandsire matings, where the probability of not observing any
homozygous animal (Phh) was calculated by Phh = 0,875™s*"mags; jv) semilethality test for
sire x dam matings; v) semilethality test for sire x maternal grandsire matings, and; vi)
population semilethality test, where for the three semilethality tests a unidirectional chi-
square test statistic was calculated, with one degree of freedom, x2 = (Ohh - Ehh)2/Ehh
+ (OHh + HH - EHh + HH)2/EHh + HH. Candidate genes were identified using the
“Bioconductor” package version 3.18 with the “biomaRt” package (Ensembl Genes 103
version), subsequently compared with orthologous genes via the “orthogene” package,
and cross-checked with the Mouse Genome Informatics database to characterize
potential lethal or sublethal effects of the haplotypes. As a result, 37 haplotypes (eight in
the Gir breed and twenty-nine in the Girolando breed) exhibited significant reductions in
homozygosity. Two haplotypes in the Gir breed (GI1H2 and GI23H8) were found in
regions similar to those identified in studies of lethal or sublethal haplotypes in other
taurine and zebu breeds, suggesting conservation of ancestral bovine haplotypes. Two
regions (GIGR3R1 and GIGR15R2) partially overlapped in both breeds. Thirteen

candidate genes present in 11 haplotypes (two in the Gir breed and nine in the Girolando



breed) were found to be lethal or sublethal during embryonic, prenatal, or perinatal
stages. The genes SYT1 (GI5H3), PROC (GR2H1), and PIK3R1 (GR20H24) supported
the probable lethality and sublethality of the respective haplotypes, while the genes
SPTA1 (region GIGR3R1) and SOX6 (region GIGR3R2) corroborated a possible
sublethal allelic segregation. The results have practical applications in genetic
improvement programs for the Gir (National Gir Dairy Breeding Program — PNMGL) and
Girolando (Girolando Genetic Improvement Program — PMGG) breeds, enabling the
identification of animals carrying these haplotypes and incorporating this information into
bull summaries. This allows breeders to avoid matings that would result in non-viable

progeny, contributing to improved reproductive efficiency in dairy cattle farming.

Keywords: Recessive alleles, Endogamy, Haplotype phasing, Fertility,
Homozygous individuals.
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1. INTRODUGAO

Segundo dados da Organizagcdo das Nagbes Unidas para Alimentagédo e
Agricultura (FAO, 2023), a produgao de leite brasileira ocupa o quinto lugar do ranking
mundial, com potencial de expansao de produtividade para o mercado global de leite
e derivados. Em nivel nacional, a cadeia leiteira € uma das principais atividades
econdmicas e de geracédo de emprego e renda, sendo observada em quase todos os
municipios brasileiros (Rocha et al., 2020). Os sistemas de producao de leite a pasto
no Brasil requerem animais mais adaptados as condi¢des climaticas do pais, sendo
observado nestes sistemas o cruzamento de animais das espécies Bos primigenius
taurus e Bos primigenius indicus (Canaza-cayo et al., 2017). A raca Holandesa (Bos
primigenius taurus) é considerada a mais expressiva raga leiteira do mundo em termos
de volume de producao de leite (Albertino, 2021), ao passo que a raca Gir (Bos
primigenius indicus), reconhecida como uma das ragas zebuinas de maior
produtividade leiteira em clima tropical e subtropical, se destaca em virtude de sua
rusticidade, alta produtividade e maior longevidade no rebanho (Ospina, 2020). Nestes
aspectos, com o intuito de alinhar a alta capacidade de producgao de leite dos bovinos
da raga Holandesa e a rusticidade da raga Gir para gerar progénies mais adaptadas
e produtivas em climas tropicais e subtropicais, o cruzamento dessas duas racas vem
sendo praticado no Brasil desde a década de 1940 (Silva et al., 2023).

Animais da raga Girolando, ou animais que possuam alguma fracdo da
composicao racial entre o Gir e o Holandés, sédo responsaveis por cerca de 80% da
producao total de leite no Brasil. Essa raca é a que mais cresce na producido de sémen
no pais, com mais de 920.848 doses produzidas em 2021, apresentando ao longo de
21 anos (2000-2021) um aumento de 85% em sua producao de leite em até 305 dias
de lactagao (3.683 kg/vaca para 6.821 kg/vaca) (Silva et al, 2023). Embora essas
informagdes sejam consideradas positivas para o setor de produgéo leiteira no Brasil,
ainda existem obstaculos a serem superados, como aqueles relacionados as
caracteristicas de importancia econdmica e seus impactos nos programas de
melhoramento genético (Canaza-cayo et al., 2017).

O sucesso dos programas de melhoramento genético animal depende do
objetivo e critérios de selecdo. Enquanto o objetivo de selegdo engloba as

caracteristicas que devem ser consideradas para gerar um ganho econémico para o



criador, sendo frequentemente expresso por meio de um indice econdmico, os
critérios de selecdo sao as caracteristicas de importancia econdbmica que serao
efetivamente avaliadas para realizar a escolha dos animais (Zadra, 2012). As
caracteristicas de producédo de leite e a taxa de fertilidade representam dois dos
principais critérios de selecdo em bovinos leiteiros (Albertino, 2021). Contudo,
diversos estudos indicaram que a selegao genética para aumento da producgao de leite
pode reduzir a fertilidade, pois as caracteristicas de producdo e reproducao
frequentemente apresentam correlacées genéticas desfavoraveis (Ojango e Pollot,
2001; Pryce et al., 2002; Makgahlela et al., 2007; Sewalem et al., 2010).

Analisando outro aspecto, a selegdo de animais geneticamente superiores,
associada a utilizacdo de biotecnologias reprodutivas como a inseminacgao artificial
(IA) e a produgéo in vitro de embrides (PIVE), além de contribuir para o progresso
genético, favorecem inevitavelmente o aumento da endogamia e a reducédo da
diversidade genética (Canaza-cayo et al., 2014). A endogamia é definida como o
acasalamento entre individuos geneticamente préoximos ou aparentados, resultando,
consequentemente, no aumento da homozigose, podendo apresentar implicagdes ao
rebanho como aparecimento de mutacdes letais e subletais, bem como mutagdes que
afetam a fertilidade (Adams et al., 2016). Neste sentido, embora o acasalamento entre
individuos aparentados favorega uma maior difusdo de material genético superior,
essa técnica também pode aumentar a frequéncia de alelos deletérios na populacéo
e a manifestagao de fendtipos letais nas progénies (Wu et al., 2020).

No Gir Leiteiro, acasalamentos entre animais importados para a criacao das
primeiras linhagens resultaram em aumento da endogamia na populagao (Ospina,
2020), sendo constatado o aumento significativo da taxa de endogamia por geragao
nos estudos de Santana Junior et al. (2016). O coeficiente de endogamia, que
representa a probabilidade de dois alelos de um individuo serem idénticos por
descendéncia (Wright, 1923), € uma métrica amplamente utilizada para avaliar o
impacto dessa pratica. Em bovinos da raga Gir, Reis Filho et al. (2010) encontraram
valores de coeficiente de endogamia médio de 2,82%, enquanto Canaza-Cayo et al.
(2014) encontraram coeficiente de endogamia médio de 0,11% para raga Girolando.

Tradicionalmente, o coeficiente de endogamia é estimado com base em

informacgdes de pedigree. No entanto, os avangos na gendmica, por meio de painéis



de SNP de alta densidade, permitem estimar a endogamia (F) de forma mais precisa,
utilizando gendétipos homozigotos (RHO, do inglés ‘Runs of homozygosity’) com base
no comprimento das regides continuas do genoma em homozigoses (ROH)
(Ferencakovic et al., 2011). Em estudos sobre populacédo de Gir Leiteiro, Peripolli et
al. (2018) observaram um valor médio de endogamia gendmica (FroHn) igual a 2,3%
para uma populagcédo ancestral de trés geragdes, enquanto Ospina (2020) relatou uma
Fron de 1,6%.

Esses avancos gendbmicos destacam o potencial da gendmica como uma
ferramenta indispensavel em programas de melhoramento genético. Além de permitir
a identificagcdo de niveis mais precisos de endogamia, a genbmica possibilita o
conhecimento detalhado de genes e haplétipos (blocos de alelos de locos ligados,
geralmente herdados como uma unidade). Esses elementos podem ser utilizados
como marcadores de caracteristicas produtivas, auxiliando na definicao de estratégias
de selegao genética para gado leiteiro (Gutierrez-reinoso et al., 2021).

Adicionalmente, a ampla disponibilidade de dados genémicos tem permitido
identificar haplotipos relacionados a alelos recessivos letais. No estudo de VanRaden
et al. (2011a), observou-se que certos haplétipos, comuns na populagdo, nao
apresentavam homozigotos em animais vivos, caracterizando a presencga de alelos
letais. Essa metodologia se destacou por nao depender de dados fenotipicos, como
praticado nas metodologias de Lander e Botstein (1987), Remington e O’Malley
(2000), Charlier et al., (2008), Khatib et al., (2009) e Huqun et al., (2010).

A metodologia de VanRaden et al. (2011a) tem se mostrado muito bem
sucedida para criadores da raga Holandesa, visto que o teste de haplétipos pode ser
usado para evitar acasalamentos entre portadores de alelos relacionados a defeitos
genéticos e reduzir as frequéncias futuras dos alelos letais (Wu et al., 2020). Neste
sentido, a partir de agosto de 2011, algumas associacdes de ragas de bovinos leiteiros
dos Estados Unidos (Holandés, Jersey e Pardo-Suigo) relataram o status de portador
para todos os animais genotipados com o chip BovineSNP50 (Schmidit, 2020). Algo
semelhante é observado nos Sumarios de Touros Girolando, que apresentam o status
de portador tanto para marcadores moleculares de interesse (Kappa-caseina, Beta-
caseina e Beta-lactoglobulina), quanto para marcadores moleculares de doencgas

hereditarias: complexo de malformacgao vertebral — CVM, deficiéncia de adesio de



leucécitos bovinos — BLAD, deficiéncia da sintase de monofosfato de uridina —
DUMPS, sindrome Brachyspina — BS e deficiéncia do Fator XI — FXID; para touros
participantes do Teste de Progénie (Silva et al., 2023).

Embora tenha sido anunciada a inclusdo das analises para doengas
hereditarias nos Sumarios de Touros Gir Leiteiro a partir de 2013, a ultima edigao
(Panetto et al., 2023) ndo apresenta o status de portador para CVM, BLAD e DUMPS.
Atualmente essas doengas sdo consideradas ausentes no rebanho nacional da raga
Gir, sendo que qualquer animal identificado como portador de algum alelo para estas
doencgas deve ser descartado (Panetto et al., 2023). Isto explicaria a falta de tais
informacdes na ultima edicdo do Sumario de Touros Gir Leiteiro. Entretanto, ressalta-
se que o status de portador para marcadores moleculares de interesse: Kappa-
caseina e Beta-lactoglobulina (a partir de 2006), e Beta-caseina (a partir de 2016),
sao informados nos Sumario de Touros Gir Leiteiro para touros participantes do Teste
de Progénie (Panetto et al., 2023). Entretanto, outras letalidades ainda n&o
conhecidas podem existir

Considerando que o Brasil possui 0 segundo maior rebanho de vacas
ordenhadas do mundo (FAO, 2019) e que 80% da produgao nacional, que confere ao
pais o 5° lugar no ranking mundial, é advinda de gado Girolando (Silva et al., 2023),
na qual a raca Gir possui papel fundamental em sua formacao, torna-se importante
obter informagdes sobre a ocorréncia de hapldétipos recessivos na populagdo para
auxilio na selegcdo genética e acasalamento dos animais. Nestas perspectivas, a
presente pesquisa justifica-se por apresentar contribuicdes para estudos gendémicos,
especificamente, aos estudos de identificacdo de haplétipos recessivos letais nas
racas bovinas Gir e Girolando, visto que se pode assumir a possivel ocorréncia de tais
haplotipos nestas populacdes baseado nos resultados de pesquisas em outras ragas
bovinas de corte e leite.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi identificar e mapear haplétipos letais e
semiletais especificos das ragas Gir e Girolando, bem como identificar a segregacao
para a raga Girolando de loci recessivos letais encontrados, neste estudo, na raca Gir.
A partir do objetivo geral, listam-se como objetivos especificos desta pesquisa: i)
Realizar a imputacao, filtragem e faseamento dos gendtipos; ii) Identificar candidatos

a haplétipos letais e haplétipos semiletais na raga Gir; iii) Identificar candidatos a



haplétipos letais e haplétipos semiletais na raga Girolando; iv) Verificar a ocorréncia
de segregacao de haplétipos letais para a raga Girolando, estes ja identificados na
raca Holandesa e os apresentados na raga Gir, e; v) Identificar genes candidatos e

realizar a analise funcional para os haplétipos encontrados nas ragas Gir e Girolando.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Variagoes genéticas e sele¢cao genémica

O fendtipo de um individuo é definido pelo seu cédigo genético completo, isto
€, a sequéncia do seu genoma, sob influéncia do ambiente. Variagées genéticas nas
sequéncias do genoma contribuem para variagbes fenotipicas observadas em uma
populacao (Lehner, 2013). Essas variantes genéticas podem ser substituicbes de um
unico nucleotideo que ocorre em uma posicao especifica no genoma (SNPs), ou
delegdes ou insergdes curtas (indels) (Derks, 2020).

Neste sentido, a sele¢do de animais com melhor desempenho para serem pais
da proxima geracdo, baseado nas variagbes genéticas, tornou-se um caminho
pertinente (Georges et al., 2019), mas considerado oneroso e demorado até pouco
tempo atras. Entretanto, o avanco de ferramentas de sequenciamento do genoma
possibilitou o uso dessas variagées genéticas para a selegao de animais.

Até recentemente, os genomas de algumas espécies animais eram de
qualidade inferior se comparado com o genoma humano ou do camundongo de
laboratério. Com o advento da tecnologia de sequenciamento de leitura longa, foram
aprimorados genomas de referéncia para diversas espécies, melhorando
significativamente a descoberta de variantes genéticas e analises genéticas, como por
exemplo o genoma de galinha (Warren et al., 2017), o genoma suino (Warr et al.,
2020) e o genoma de referéncia bovino Bos taurus ARS-UCD 1.2 (Rosen et al., 2020).

A selecdo gendmica, que utiliza chips de genotipagem, permitiu um grande
avancgo no melhoramento animal. Os chips de SNPs permitem capturar as variacoes
genéticas dentro de uma raca, trazendo qualidade em informacbdes genbémicas,
usadas para selecionar os melhores animais para reprodugéo (Dekkers, 2012).

Entretanto, a selecdo gen6mica ndo € muito eficiente na eliminagado de variagdes



deletérias raras porque os alelos de baixa frequéncia ndo sao bem capturados pelos

SNPs nos chips de selegao (Zhang et al. 2019).

2.2 Depressao por endogamia e alelos letais

Segundo Bosse et al. (2018), a domesticacdo de espécies tem impacto
importante em termos de tamanho efetivo da populacéo e pressao de seleg¢ao, o que
poderia diminuir o “pool” genético. Ainda segundo esses autores, populacdes
reduzidas sao mais propensas a aumentar os efeitos do sistema de acasalamento
endogamico, levando a progénie endogamica ao declinio de aptiddao, chamado de
depressao por endogamia. A depressao por endogamia € o resultado do acumulo de
alelos deletérios que aumentam em frequéncia (Charlesworth e Willis, 2009), ou seja,
o0 acumulo de mutagdes recessivas prejudiciais no genoma, pois a endogamia
aumenta a probabilidade dessas mutagbes se tornarem homozigotas (Agrawal e
Whitlock, 2012).

Mutag¢des embrionarias letais sdo a manifestacdo mais precoce e talvez a mais
grave da depressdo por endogamia (Stoffel et al., 2023). E provavel que sejam
relativamente comuns, uma vez que as mutagdes de perda de fungado sao letais em
cerca de um terco dos genes dos mamiferos, e a maioria destas sao provavelmente
letais no pré-natal, e ndo no pds-natal (Dickinson et al., 2016; Georges et al., 2019).

Os efeitos letais recessivos sdo expostos apenas em cruzamentos de animais
portadores. Segundo Berry e Spangler (2023), algumas associagcbes de criadores
recusam-se a registar individuos portadores de alelos para variantes especificas. Na
raca Senepol, o gene “SLICK”, relacionado a capacidade animal de tolerar altas
temperaturas do ambiente, e o gene “Dupla Musculatura”, responsavel pelo
desenvolvimento anormal da massa muscular em bovinos, sdo exemplos para
negativas de registro (Menezes et al., 2022). Reprodutores portadores dos genes
homozigotos indesejaveis para as respectivas caracteristicas (ss - homozigoto com
auséncia do gene Slick e DMDM - homozigoto para Dupla Musculatura) ndo podem
ser inscritos para comercializagao de sémen, em centros de coleta e processamento
de sémen (CCPS) registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/eva.12691#eva12691-bib-0001

O conhecimento do status de portador de animais individuais também é
informativo ao decidir sobre acasalamentos para produzir a préxima geragao. Neste
sentido, a indicacdo de status portador de alelos para doencas hereditarias é
encontrada no Teste de Progénie do Sumario Brasileiro de Touros Gir Leiteiro e no
Teste de Progénie do Sumario de Touros do Programa de Melhoramento Genético da
Raca Girolando, apresentando os marcadores para doengas hereditarias como
Complexo de Ma-formacdo Vertebral (CVM), Deficiéncia de Adeséo Leucocitaria
Bovina (BLAD), Deficiéncia da Uridina Monofosfato Sintetase (DUMPS), Brachyspina
(BS) e Deficiéncia do Fator XI (FXID) (Panetto et al., 2023; Silva et al., 2023).

Com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, o impacto da
depressado endogadmica e de alelos deletérios, pode ser avaliado. Atualmente, a
identificacdo de alelos deletérios a partir de dados de Selecdo Gendbmica Ampla
(GWS) esta voltada para variagdes de proteinas que afetam a sequéncia codificadora
do gene. Segundo Derks (2020), softwares como o Protein Variation Effect Analyzer -
PROVEAN (Choi e Chan, 2015) e algoritmos como o Sorting Intolerant From Tolerant
- SIFT (Kumar et al., 2009) sdo frequentemente usados para avaliar variantes
missense deletérias, causadas por uma unica alteracdo de nucleotideo que resulta

em um codon que codifica um aminoacido diferente na proteina.

2.3 Haplétipos

O genoma de uma espécie é altamente similar entre diferentes individuos de
uma mesma populacao, sendo conservadas regioes especificas na sequéncia de DNA
(acido desoxirribonucleico) através das geragbes. O conjunto de alelos em locos
adjacentes, que fazem parte de um mesmo cromossomo e s&o transmitidos em blocos
através das geragoes, é denominado de haplétipo (Nih, 2024; Derks, 2020).

Segundo Cole (2016), nos Estados Unidos (EUA), aproximadamente 11
milhdes de délares em perdas econdbmicas poderiam ser evitadas se acasalamentos
realizados prevenissem a formacdo de embrides acometidos por haplotipos
indesejaveis, evitando a reducdo da fertiidade e morte perinatal de bezerros. A
identificacao de haplétipos através de dados gendmicos € uma ferramenta estratégica

para a manutengdo genética de um rebanho, ja que alguns haplétipos trazem



consequéncias negativas, incluindo redugao da lucratividade por sua propagacéo no
rebanho (STgenetics®, 2024).

Em relacdo a divisdo do genoma em blocos de haplétipos, ha dois métodos
para inferéncia dos haplotipos e que sdo empregados em diversos softwares (Araujo,
2022): i) o método que utiliza comprimento fixo (Villumsen et al.,, 2009), onde o
genoma é dividido de acordo com o numero de SNPs no bloco ou pelo comprimento
em megabases, e; ii) 0 método que utiliza comprimento variavel (Rinaldo et al., 2005),
que considera o desequilibrio de ligagédo (LD - associagdo nao aleattria entre dois
locos que pode ser afetado pela diversidade genética e estrutura populacional dos
rebanhos) para montagem de haplétipos de tamanhos variados.

Os programas “Flmpute” (Sargolzaei et al., 2014), “Beagle” (Browning e
Browning, 2009) e “findhap” (VanRaden et al., 2011c) s&o exemplos de ferramentas
que utilizam o método de comprimento variavel através das janelas deslizantes
(sliding window) enquanto os programas “AlphaPhase” (Hickey et al., 2011) e
“‘SHAPEIT” (Delaneau et al., 2011) utilizam o método de comprimento fixo. Cada
método de reconstrugdo de haplotipos apresenta vantagens e desvantagens. O
método fixo tem como vantagem a facilidade de se obter os haplétipos (Hess et al.,
2017), enquanto o método variavel contabiliza a co-segregacao dos alelos através da
identificacdo de hotspots de recombinagdo, além de considerar o LD. As
desvantagens, no método fixo, seriam ndo consideram o LD ou pontos de
recombinacao no interior dos haplétipos; e demandar maior tempo de construgao e
serem especificos de uma determinada populagao no método variavel (Araujo, 2022;
Cuyabano et al., 2014).

2.3.1 Identificagao de haplétipos recessivos letais

Existem diferentes métodos para a detecg¢ao de alelos letais durante a gestagao
de um embrido, sendo uma delas o uso de haplétipos recessivos para identificagao
de letalidades e informagao de status portador de reprodutores e matrizes em
populagées em acasalamento (Stoffel et al., 2023).

Estudos de varios haplétipos recessivos em racas leiteiras relacionados, por

exemplo, a doencas hereditarias, reproducéo e fertilidade, sédo relatados na literatura.



Em bovinos da raca Holandesa, os haplétipos recessivos HH1, HH2, HH3, HH4 e HH5,
que afetam a fertilidade e a ocorréncia de natimortos, foram descritos por Adams et
al. (2016), McClure et al. (2014), VanRaden et al. (2011b), Fritz et al. (2013) e Cooper
et al. (2013). Fritz et al. (2018) relataram a descoberta do haplétipo HH6 relacionado
a morte embrionaria na raga Holandesa, na Franga. Os fatores causais subjacentes
em alguns desses haploétipos recessivos sao relatados em estudos de diversos
autores: haplétipo HH1 apresenta uma mutagdo sem sentido (substituicdo de
nucleotideos que resulta em um cdédon de parada e, consequentemente, no término
prematuro da proteina, resultando na producdo de uma proteina encurtada que,
provavelmente, ndo é funcional) no gene APAF1 (Adams et al., 2016); haplétipo HH3
apresenta uma mutagéo nao-sindbnima (substituicdo de nucleotideos que leva a uma
substituigdo de aminoacidos, podendo ou n&o resultar em uma variante patogénica
dependendo do efeito da substituicio de aminoacidos na funcdo e estrutura da
proteina) no gene SMC2 (Mcclure et al., 2014); haploétipo HH4 apresenta uma mutagao
nao-sinbnima no gene GART (Fritz et al.,, 2013); haplétipo HHS apresenta uma
delecéo de 138 kbp no gene TFB1M (Schitz et al., 2016); e haplétipo HH6 apresenta
uma mutagao de cédon iniciador no gene SDE2 (Fritz et al., 2018).

Em relagao aos haplétipos recessivos ligados a doencgas hereditarias, o Council
on Dairy Cattle Breeding (CDCB) relatou em bovinos da raga Holandesa, mutagcdes
para: complexo de malformagao vertebral — CVM (haplétipo HHC), deficiéncia de
adesao de leucocitos bovinos — BLAD (haplétipo HHB), deficiéncia da sintase de
monofosfato de uridina — DUMPS (haploétipo HHD), Brachyspina — BY (haplétiplo
HHO), sindactilia (mule foot) — MF (haplétipo HHM), e deficiéncia de colesterol — CD
(haplétipo HCD).

Tratando-se de outras ragas, os estudos de Cooper et al. (2014) e Null et al.
(2017) identificaram, em bovinos Ayrshire, um haplétipo que afeta a taxa de
concepgao (AH1) e um haplétipo que afeta a fertilidade (AH2), respectivamente. Em
relacdo a fatores causais subjacentes a haplétipos recessivos em outras ragas
leiteiras, sdo também descritos: no haplétipo JH1 de bovinos Jersey observa-se uma
mutacao nonsense no gene CWC15 (Sonstegard et al., 2013); em bovinos da raga
Pardo-Suigo, no haplétipo recessivo BH2, observa-se uma mutagdo de sentido

trocado no gene TUBD1 (Schwarzenbacher et al., 2016); e em gado Normando, o
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haplétipo recessivo NH2 apresenta uma mutagao de sentido trocado no gene CAD
(Mesbah Uddin et al., 2019). Haplétipos recessivos ligados a doengas hereditarias,
segundo o Council on Dairy Cattle Breeding (CDCB), s&o relatados em bovinos Pardo-
Suigo: desmielinizagao espinhal — SMD (haplétipo BHD), atrofia muscular espinhal —
SMA (haplétipo BHM) e Sindrome de Weaver — WS (haplétipo BHW).

VanRaden et al. (2011a) propuseram uma metodologia simples para
identificacdo de hapldtipos letais. Segundo os autores, o numero esperado de
individuos homozigotos para qualquer haplétipo especifico podem ser calculados de
duas maneiras: i) método “simples” que utiliza o numero de individuos genotipados
dividido por quatro e multiplicado pelo quadrado da frequéncia de portadores; ii)
método padrdo de acasalamento real, que verifica o numero de individuos
genotipados na populagado descendentes de tais acasalamentos, e que € calculado
como o0 numero de acasalamentos de touro portador x avd materno portador (MGS)
dividido por quatro. Neste método, as frequéncias alélicas para avés maternas sao
assumidas como iguais as dos MGS. Ressalta-se que as expectativas do método
simples podem ser superestimadas se a endogamia for evitada ou subestimadas se
as frequéncias alélicas mudarem ao longo do tempo, enquanto as expectativas do
meétodo padrdo de acasalamento real pode ser subestimadas se alguns touros
portadores e MGS portadores nao forem genotipados (VanRaden et al., 2011a).

As probabilidades de observar nenhum homozigoto quando “n” sdo esperados
podem ser obtidas por duas férmulas analogas as usadas para obter as expectativas:
i) para o método simples, a probabilidade é dada por 1 menos a frequéncia portadora
ao quadrado dividido por quatro, elevada a poténcia do numero de animais
genotipados; ii) para o método padrdo de acasalamento real, a probabilidade é igual
a 0,75 elevado a poténcia do numero observado de acasalamentos touro portador x
MGS portador (VanRaden et al., 2011a).

Jenko et al. (2019) propuseram uma diferenciagao para o método padrao de
acasalamento real de VanRaden et al. (2011a), ao apresentarem o numero de
descendentes tanto para os cruzamentos de touro portador x MGS portador, quanto
para os cruzamentos touro portador x matriz portadora. Nesse estudo, o numero de
descendentes genotipados dos cruzamentos de touro portador x MGS portador é

calculado como o numero de acasalamentos de touro portador x MGS portador
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dividido por oito, enquanto o numero de descendentes genotipados dos cruzamentos
de touro portador x matriz portadora é calculado como o numero de acasalamentos
de touro portador x matriz portadora dividido por quatro. Para as probabilidades de
observar nenhum homozigoto quando “n” sdo esperados, que seguem um processo
de Bernoulli, sdo calculadas como: 0,875 elevado a poténcia do numero observado
de acasalamentos touro portador x MGS portador e 0,75 elevado a poténcia do
numero observado de acasalamentos touro portador x matriz portadora,
respectivamente (Jenko et al., 2019).

A metodologia de VanRaden et al. (2011a) € empregada em estudos de
haplétipos recessivos em bovinos de corte (Pausch et al., 2015; Hoff et al., 2017;
Jenko et al., 2019; Schmidit et al., 2023), em suinos (Haggman e Uimari, 2017; Howard
et al., 2017; Derks et al., 2017), em ovelhas leiteiras (Ben Braiek, et al., 2021) e,
recentemente, em ovelhas selvagens (Stoffel et al., 2023). Assim, percebe-se que os
testes de haplétipos recessivos sdo usados rotineiramente em animais genotipados,
de espécies diversificadas, para descobrir novas variantes deletérias e identificar

animais portadores.

24 Analise funcional: genes candidatos, analise de enriquecimento,

genes ortélogos e fendtipos

Segundo Sollero e Grynberg (2020), dados biolégicos advindos do
conhecimento gendmico sao relativamente complexos em fungdo da quantidade
excessiva de informacoes, visto que sdo uma lista de marcadores, haplétipos ou
genes significativos, associados a uma andlise estatistica. As pesquisas sobre
classificacdo funcional sédo relevantes quando mostram importancia em relacdo ao
assunto em questao, os termos utilizados estédo alinhados com o contexto biologico e
ha a possibilidade de identificar as vias metabdlicas e proteicas que tém um papel
conhecido na expressdo ou variagdo de uma caracteristica analisada (Sollero e
Grynberg; 2020).

O projeto Bioconductor oferece ferramentas para a andlise e compreensao
desses dados partindo de uma extensa lista de recursos para mapeamento de

marcadores SNPs, incluindo vias metabdlicas, Ontologia genética (Gene Ontology -
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GO) e anotagdes, que podem ser realizadas pelo pacote biomaRT, através do banco
de dados Ensembl e via recursos de anotagdes como o MeSH (Medical Subject
Headings) (Sollero e Grynberg; 2020).

MeSH é uma coletédnea de mais de 25.000 registros clinicos e bioldgicos para
70 espécies, incluindo categorias nao tradicionalmente representadas em GO. Os
mais de 4.000 termos MeSH s&o definidos em artigos indexados pela National Library
of Medicine no PubMed e podem ser mapeados diretamente em genes para
desenvolvimento de anotagao genética (Sollero e Grynberg; 2020). A aplicagao desta
ferramenta tem sido utilizada em diversos estudos com animais domeésticos e
espécies vegetais, como por exemplo, nos estudos de Oliveira Junior et al., 2019;
Morota et al., 2016; Morota et al., 2015, entre outros. De acordo com Sollero e
Grynberg (2020), entre as categorias utilizadas no MeSH no contexto animal, cinco
delas sao mais importantes: A (Anatomia), B (Organismos), C (Doenca), D (Drogas e
Quimicos) e G (Fendbmeno e Processo).

A analise de enriquecimento funcional via MeSH, é realizada através das
seguintes etapas apresentadas por Sollero e Grynberg (2020): i) identificagdo da lista
de genes de interesse (ENTREZID), ii) acesso a anotagao do genoma e extragao de
lista de marcadores mais informativos, que sera uma lista “background” de genes, e
i) teste com significancia estatistica para identificar genes, vias e, ou, fungdes
metabdlicas que estdo enriquecidos.

Conforme Morota et al (2015), o grau de enriquecimento MeSH é calculado
como uma probabilidade que indica quais termos especificos foram detectados com
mais frequéncia do que o esperado ao acaso e o teste hipergeométrico € usado para
calcular essas probabilidades. Termos identificados como importantes sao extraidos
para formar redes, compreender vias genéticas ou metabdlicas e/ou formular novas
hipoteses, sendo que o p-valor representa o nivel de significancia de cada termo
representado pelos genes, enquanto o p-ajustado ou g-valor € a corre¢cao do p-valor
para testes de multiplas hipéteses (Morota et al., 2016).

Outros mecanismos, como a revisao de literatura por exemplo, s&do necessarios
para definir quais termos apontados pelo MeSH podem explicar mecanismos
genéticos ou sugestdes de alguns possiveis genes candidatos relacionados as

caracteristicas estudadas (Sollero e Grynberg; 2020). Nesta perspectiva, o pacote
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“orthogene” é uma ferramenta de facil mapeamento de genes ortélogos atualizados
de mais de 700 organismos (Schilder e Skene, 2022), permitindo a consulta de
informagdes funcionais entre espécies distintas. Em complemento, o banco de dados
do genoma do camundongo (Mouse Genome Database - MGD), principal fonte de
dados para camundongos de laboratério oferecendo informagbes sobre genes,
marcadores geneéticos e caracteristicas gendmicas, apresenta-se como uma
ferramenta para consulta de fendtipos, informagdes funcionais, entre outras
possibilidades (Blake et al., 2017).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Imputagao, filtragem, e faseamento de genétipos

Os dados genotipicos utilizados nesta pesquisa foram inicialmente compostos
por 35.550 animais da raga Gir e 28.696 animais da raca Girolando, que foram
genotipados com painéis do tipo SNP da lllumina BovineHD BeadChip (San Diego,
CA, EUA) e GeneSeek® Genomic Profiler indicus (GGP indicus 50K),
respectivamente. Segundo Hickey et al. (2012), como os marcadores nos painéis de
média e alta densidade tendem a apresentar forte desequilibrio de ligagao, reduzindo
assim os erros de imputacao, a densidade de marcadores se torna importante fator
com influéncia direta na acuracia.

Os animais genotipados com painel de menor densidade foram imputados
diretamente ao painel lllumina BovineHD BeadChip através do software “FImpute”
versao 2.2 (Sargolzaei et al., 2014). A etapa de imputagao foi realizada previamente
pela Embrapa Gado de Leite, sendo, portanto, repassados para continuidade desta
pesquisa os genotipos de 35.552 animais da raca Gir e 28.699 animais da racga
Girolando, com 420.722 e 396.862 marcadores SNP autossémicos das racas Gir e
Girolando, respectivamente.

O controle de qualidade (CQ) dos dados gendmicos foi realizado através do
programa “pregsf90” (Aguilar et al., 2010). Dentre os critérios de CQ para os SNPs e
seus limites de exclusao, foi considerado a propor¢ao de SNPs identificados (call rate)

= 0,90, a frequéncia minima de alelos (MAF) = 0,05, teste estatistico do Equilibrio de
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Hardy-Weinberg (HWE) e exclusdo de SNPs monomorficos. Dentre os critérios de CQ
para as amostras e seus limites de exclusdo, foi considerado call rate = 0,90 e
removidos progénies que apresentaram conflitos Mendelianos.

Apos a filtragem pelo CQ, ficaram disponiveis os genoétipos de 35.521 animais
da raca Gir e 28.119 animais da raga Girolando, enquanto os marcadores SNP
reduziram para 391.845 na raga Gir e 328.260 na raga Girolando. Os critérios que
mais explicaram a diferenga numérica pré e pés filtragem foram a frequéncia minima
de alelos e remogéo de progénies em conflitos Mendelianos (remogéao de 28.877 e
68.602 SNPs e 31 e 580 animais para as racas Gir e Girolando, respectivamente). Por
fim, foi determinada a fase de ligagao por meio do software AlphaPhase versao 1.2
(Hickey et al., 2011; Money et al., 2020) cujos comprimentos gerais adotados da cauda
e do nucleo a cauda, conforme orientagdes de Hickey et al. (2011) e Hickey e Money

(2020), foram de 400 e 1600 SNPs, respectivamente, para as ragas Gir e Girolando.

3.2. Testes para identificacdo de candidatos a haplétipos letais e

semiletais

Seguindo as metodologias propostas por VanRaden et al. (2011a) e Jenko et
al. (2019), seis testes distintos foram utilizados para a identificacdo de candidatos a
haplétipos letais e semiletais, sendo agrupados em trés categorias: (i) Teste
populacional; (ii) Testes de acasalamento de portadores, e; (iii) Testes de
semiletalidade.

O Teste populacional e os Testes de acasalamento de portadores baseiam-se
na probabilidade de observar auséncia completa de animais homozigotos recessivos
em toda a populagao ou nas progénies de acasalamentos portadores, assumindo que
os alelos recessivos letais sdao completamente penetrantes. Os Testes de
semiletalidade avaliam a hipotese nula de que o numero de animais homozigotos
observado e esperado s&o iguais € o numero de animais homozigotos observado
difere de zero. Assim, é possivel a identificagdo de alelos semiletais recessivos, com
alguns homozigotos nao sofrendo efeitos deletérios ou alguns haplétipos marcando
imperfeitamente um alelo recessivo letal (Jenko, et al. 2019).
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Para melhor compreensao dos calculos realizados em cada teste, a sigla HH
sera utilizada para representar animais homozigotos dominantes, Hh para representar
animais heterozigotos (portadores) e hh para representar animais homozigotos

recessivos para um haplotipo que carrega alelos supostamente letais.
3.2.1 Teste populacional

A primeira categoria de testes, proposta por VanRaden et al. (2011a),
identificou haplétipos que carregavam alelos recessivos supostamente letais de
acordo com a frequéncia populacional. Com base na frequéncia de animais portadores
(fur) € do numero de animais genotipados (N), a probabilidade de nao observar

nenhum animal homozigoto (Pnn) foi calculada por:

Phn = [(1 = fun")/41" (1)

A esperanca do numero de animais homozigotos recessivos (Enn) € calculada

por:

Enn = (N/4) X fun” (2)
3.2.2 Testes de acasalamento de portadores

A segunda categoria de testes, proposta por VanRaden et al. (2011a) e
adaptada por Jenko et al. (2019), consistiu em identificar haplétipos que carregam
alelos recessivos supostamente letais com base no numero esperado de progénies
homozigotas recessivas de acasalamentos entre animais heterozigotos (HhxHh). Aqui
foram abordados dois tipos de acasalamentos entre animais heterozigotos: touro (ng)
x matriz (n4) e touro (ng) x avé materno (n,,4s). A probabilidade de n&o observar
nenhuma progénie homozigota recessiva (Pnhh) segue um processo de Bernoulli e foi

ser calculada como:

e Para acasalamentos touro x matriz:
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Phh = 0,75™s*"d (3)

e Para acasalamentos touro x avd materno:
Phn = 0,875™s*Mmgs 4)

A esperanga do numero de progénies homozigotas recessivas (Enn) foi

calculada como:

e Para acasalamentos touro x matriz:
Enh = ng X ng/4 (5)

e Para acasalamentos touro x avé materno:
Ebh = ng X 1y 45/8 (6)

3.2.3 Testes de semiletalidade

A terceira categoria de testes, proposta por Jenko et al. (2019), avaliou a
hipétese nula de que o numero observado e esperado de animais nao diferiu a partir
dos acasalamentos entre animais portadores (touro x matriz ou touro x avé materno).
Com base no numero de animais homozigotos recessivos observados e esperados
(Onh e Enn), heterozigotos (Onn € Enn) € homozigotos dominantes (Onn € Enn), foi
calculada uma estatistica de teste qui-quadrado unidirecional com um grau de
liberdade:

X% = (Onh — Enn)?/Enh + (OHh +HH — Ennh+HH)?/EHh + HH (7)

Nesta pesquisa foi estendida para a populacdo a analise de semiletalidade
proposta por Jenko et al. (2019), no intuito de observar a ocorréncia de haplétipos que
carregam alelos recessivos supostamente semiletais dentre os haplétipos analisados

pela metodologia de VanRaden et al. (2011a).
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3.3 Seleg¢ao de um haplétipo como recessivo letal ou semiletal

Uma vez que os testes de identificacdo de candidatos a hapldtipos letais e
semiletais podem resultar em milhares de haplétipos com auséncia completa de
animais homozigotos ou alguns homozigotos nao sofrendo efeitos deletérios, fez-se
necessario adotar critérios para a selegdo de um haplétipo como recessivo letal ou
para a selecdo de um haplotipo como recessivo semiletal.

Neste sentido, a selecdo de um candidato a hapldétipo recessivo letal foi
realizada a partir das condi¢des estabelecidas em Wu et al. (2019), Jenko et al. (2019)
e Schmidt et al. (2023): (i) A frequéncia do haplétipo deveria ser superior a 1%; (ii) A
frequéncia de animais portadores deveria ser superior a 2%; (ii) O numero de
individuos homozigotos observados para o haplétipo deveria ser igual a zero; (iv) O
numero de individuos homozigotos esperados para o haplétipo deveria ser maior ou
igual a 1, e; (5) A diferenga entre o haplétipo observado e esperado deveria ser
significativa apos a corregéo de teste multiplo de Bonferroni (p < 0,05/M, onde M é o
numero de haplétipos com frequéncia maior que 1%).

Para a selecdo de um candidato a haplétipo recessivo semiletal, partindo das
condigbes estabelecidas e readaptadas de Jenko et al. (2019), tem-se: (i) A frequéncia
do haplétipo deveria ser superior a 1%; (ii) A frequéncia de animais portadores deveria
ser superior a 2%; (iii) O numero de individuos homozigotos esperados para o
haplotipo deveria ser maior que o numero de individuos homozigotos observados; (iv)
O numero de individuos homozigotos observados para o haplétipo deveria ser maior
que zero, e; (v) A diferenga entre os haplétipos observados e esperados deveria ser
significativa apos a corregéao de teste multiplo de Bonferroni (p < 0,05/M, onde M é o
numero de haplétipos com frequéncia maior que 1%).

Assim, todos os haplétipos que satisfizeram esses critérios foram considerados
candidatos a haplétipos letais e/ou semiletais. Nos casos em que houveram centenas
de haplétipos candidatos, para filtrar os supostos haplétipos letais ou semiletais
diminuindo a taxa de falsas descobertas, foram selecionadas regides que abrigassem
pelo menos cinco haplétipos significativos, chamadas de regides candidatas,
semelhante ao realizado por Jenko et al. (2019). Por fim, um mesmo haplétipo que

apresentasse acima de dois testes significativos dentro das respectivas regides
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candidatas foi selecionado como suposto haplétipo letal e/ou semiletal para realizagao
da analise de enriquecimento.

Devido ao fato de ocorrer segregacao de alelos das ragas Gir e Holandesa para
a raca Girolando, regides de haplétipos com sobreposi¢cdes foram também analisadas
com a finalidade de encontrar possiveis haplotipos letais ou semiletais segregando

alelos da raga Gir para a raga Girolando.

3.4. Identificagcdo de genes candidatos, analise de enriquecimento

funcional, genes ortélogos e fenétipos de letalidade

Para identificagdo de genes candidatos dentro dos supostos haplétipos letais e
semiletais, os recursos de anotacdo foram realizados através do software
“Bioconductor” versao 3.18 com o pacote “biomaRt’ versdao Ensembl Genes 103
(Durinck et al., 2009), usando o btaurus_gene_ensembl e o genoma de referéncia Bos
taurus ARS-UCD 1.2 (Rosen et al., 2020), sendo analise de enriquecimento funcional
realizada via MeSH, presente no software “Bioconductor” versao 3.18 via pacote
“‘meshes”.

Os genes candidatos registrados na analise de enriquecimento funcional foram
confrontados com genes ortélogos por meio do pacote “orthogene” via “BiocManager”,
utilizando-se a espécie Bos taurus como espécie de entrada e Mus musculus como
espécie de referéncia. Por fim, apenas os genes ortélogos confirmados foram
consultados no banco de dados Mouse Genome Informatics (Blake, et al. 2017), com
a finalidade de identificar fenétipos de efeitos letais nos haplotipos supostamente letais

ou semiletais selecionados.

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Faseamento do genétipo e montagem dos haplétipos

Os 391.845 marcadores SNPs para a raca Gir e os 328.260 marcadores SNP

para a raca Girolando foram faseados usando a metodologia de faseamento de longo

alcance e imputacao de biblioteca de haplétipos (LRPHLI) implementada no software
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AlphaPhase versdo 1.2 (Hickey et al., 2011; Money et al., 2020). Adotando-se os
comprimentos gerais da cauda e do nucleo a cauda em 400 e 1600 SNPs,
respectivamente, foram obtidos um total de 967 nucleos para a raca Gir e 808 nucleos

para a raga Girolando.

4.2 Candidatos a haplétipos letais e semiletais identificados

Aplicando as cinco condi¢cbes de selecdo de candidatos a hapldtipos
recessivos letais ou semiletais (Wu et al., 2019; Jenko et al. 2019; Schmidt et al.,
2023), foram identificados 2.187 haplétipos na ragca Gir (p < 0,05/M, com M =
17.157, onde M é o numero de haplétipos com frequéncia maior que 1%) e 29
haplétipos na raga Girolando (p < 0,05/M, com M = 16.343, onde M € o numero
de haplétipos com frequéncia maior que 1%), com auséncia significativa ou niveis
reduzidos de homozigosidade. O comprimento médio dos haplétipos identificados
foi de 393 SNPs e 390 SNPs, para as ragas Gir e Girolando, respectivamente.

A Tabela 1 mostra a quantidade de haplotipos com auséncia significativa
por teste e raga. Na raga Gir, 0 maior numero de haplétipos significativos (1902)
foi observado para o teste de semiletalidade populacional (T6), seguido pelos
testes de acasalamentos touroxmatriz (T4), com 116 haplétipos significativos, e o

teste populacional (T1) com 106 registros.

Tabela 1: Quantidade de hapldtipos com auséncia significativa ou nivel reduzido de
homozigosidade por teste e raca.

Racgal/Teste’ T T2 T3 T4 T5 T6 Total
Gir 106 24 10 116 29 1902 2187"
Girolando 5 0 0 1 0 23 29™

* T1: Teste populacional; T2: Teste de acasalamento de portadores entre touro x
matriz; T3: Teste de acasalamento de portadores entre touro x avdé materno; T4:
Teste de semiletalidade em cruzamentos touro x matriz; T5: Teste de
semiletalidade em cruzamentos touro x avdé materno; T6: Teste de semiletalidade
populacional;

** Namero total de haplétipos com p < 2,91x107® para as cinco categorias de teste
na raga Gir;

*** Numero total de haplétipos com p < 3,05%1076 para as cinco categorias de teste
na raca Girolando.
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Apenas trés testes apresentaram haplétipos significativos para a raga
Girolando, sendo o maior numero de haplétipos observado para o teste de
semiletalidade populacional (T6), com 23 hapldtipos significativos, enquanto o teste
populacional (T1) e o teste de semiletalidade em cruzamentos touro x matriz (T4)
apresentaram cinco e um haplétipos significativos, respectivamente. Os testes de
acasalamento de portadores entre touro x matriz (T2), acasalamento de portadores
entre touro x avdé materno (T3) e teste de semiletalidade em cruzamentos touro x
matriz (T4) ndo apresentaram haplétipo significativo.

Para a raca Gir, com excegao do teste de semiletalidade populacional (T6) que
foi aplicado pela primeira vez neste estudo, os resultados para o teste de
semiletalidade em cruzamentos touroxmatriz (T4) apresentando um maior numero de
haplétipos significativos foi semelhante ao encontrado por Jenko et. al (2019), onde
os mesmos autores informaram que este teste apresentou o maior numero de
haplétipos significativos para as racas analisadas Aberdeen Angus, Charolés,
Hereford, Limousin e Simental. O teste de semiletalidade populacional (T6) ter se
apresentado com maior numero de haplétipos significativos pode ser explicado pelo
fato que este teste se aplica a uma maior quantidade de individuos se comparados
aos testes de letalidade e semiletalidade para portadores (T2, T3, T4 e T5) e pelos
haplotipos apresentarem possivelmente uma penetrancia incompleta, causando
viabilidade reduzida se comparado ao teste populacional (T1), onde ocorre a auséncia
completa do individuo devido a letalidade do haplétipo.

Em relacdo a raca Girolando, o numero de haplétipos significativos (29) foi
préximo ao encontrado por Jenko et. al (2019) para a ragca Simental (36), mas com
diferenciagao que, para a raga Simental, todos os testes apresentaram pelo menos
um hapldétipo significativo. Também é esperado, semelhante ao descrito anteriormente
para raga Gir, que o teste de semiletalidade populacional (T6) apresentasse maior
nuamero de haplétipos significativos, visto que que este teste se aplica a uma maior
quantidade de individuos se comparados aos demais testes e pelo fato dos haplétipos
apresentarem possivelmente uma penetrancia incompleta.

Uma possivel explicagdo para o baixo numero de haplétipos observados na
raca Girolando se comparado a raca Gir é o fato de ocorrer segregacao de alelos das
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racas Gir e Holandesa, resultando em uma maior diversidade de gametas

recombinantes em relagao as ragas puras.

4.3 Regidoes candidatas e haplétipos selecionados que carregam

supostos alelos recessivos letais ou semiletais

Os 2.187 hapldtipos identificados na raga Gir estavam compreendidos em 682
regides, sendo que destas, 52 regidbes abrigaram pelo menos cinco testes de
haplétipos com auséncia significativa ou nivel reduzido de homozigose. Para a raca
Girolando, os 29 haplétipos encontrados estavam compreendidos em 28 regides.
Nesse sentido, as 52 regides para raca Gir e as 28 regides para a raga Girolando
foram consideradas regides candidatas a abrigarem supostos haplétipos recessivos
que carregam alelos letais ou semiletais (Tabela Suplementar S1 e Tabela
Suplementar S2).

Algumas regides candidatas encontradas para a raga Gir foram semelhantes
em estudos de identificagcdo de hapldtipos letais ou semiletais em outras racas,
utilizando-se o genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (Rosen et al., 2020),
como foram os casos das regides 21 a 22 Mb no cromossomo 1 para a raga Nelore
(Schmidt et al., 2023), 115 a 116 Mb no cromossomo 2 para a raga Nordic Holsteins
(Wu et al., 2019), 51 Mb no cromossomo 3 para a ragas Ayrshire (Null et al., 2017) e
28 a 29 Mb no cromossomo 23 para as ragas Nordic Red (Wu et al., 2020) e Limousin
(Jenko et al.,, 2019). Em relacdo a raca Girolando, utilizando-se o genoma de
referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (Rosen et al., 2020), a regiao 75 Mb no
cromossomo 5 foi igualmente identificada no estudo de Wu et al. (2020) de
identificacdo de hapldtipos letais para a raga Nordic Red.

Assim, entre as 52 regides candidatas para a raca Gir, oito haplétipos foram
selecionados como supostos hapldtipos letais ou semiletais por apresentarem acima
de dois testes significativos para o mesmo haplétipo, enquanto para a raga Girolando,
entre as 28 regides consideradas candidatas, os 29 haplétipos foram selecionados
como supostos haplétipos letais ou semiletais, sendo que na regiao 8 a 12 Mb do
cromossomo 15, dois haplétipos distintos foram identificados. Os supostos haplétipos

letais ou semiletais foram nomeados usando um cédigo que inclui a raga (Gl para Gir
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e GR para Girolando), o cromossomo e o numero de haplétipos dentro da raca (H para

haplétipo), conforme observado na Tabela 2.

Tabela 2: Haplotipos identificados carregando supostos alelos recessivos letais ou semiletais
para as ragas Gir e Girolando, e seus respectivos testes significativos.

Nome do

Regiio* (pb)

1 3
Raga BTA Haplétipo? Teste Base Inicial Base Final
1 GI1H1 T3, T4, T6 18.145.688 20.634.675
1 GI1H2 T2, T5, T6 20.636.739 22.590.942
5 GI5H3 T2, T3, T6 6.988.664 9.950.705
Gir 7 GI7H4 T4, T5, T6 104.378.126 106.190.534
13 GI13H5 T4, T5, T6 56.086.678 58.605.230
15 Gl15H6 T4, T5, T6 35.856.252 38.100.601
18 Gl18H7 T4, T5, T6 15.841.673 17.936.313
23 GI23H8 T3, T4, T6 28.617.272 30.147.569
2 GR2H1 T6 4.023.227 6.671.897
2 GR2H2 T6 107.784.810  111.449.789
3 GR3H3 T6 6.828.655 8.520.080
3 GR3H4 T6 8.532.372 11.593.768
3 GR3H5 T6 112.900.098 115.428.358
5 GR5H6 T6 72.261.503 74.895.901
6 GR6H7 T1 107.351.828 109.696.218
7 GR7H8 T6 94.382.446 96.357.863
7 GR7H9 T 96.362.114 99.201.790
9 GR9H10 T6 80.092.976 83.153.499
10 GR10H11 T4 25.904.617 28.553.762
15 GR15H12 T 3.981.309 6.215.736
15 GR15H13 T6 6.217.670 8.942.722
15 GR15H14 T6 8.958.170 12.598.897
Girolando 15 GR15H15 T6 8.958.170 12.598.897
15 GR15H16 T6 12.603.659 15.780.592
15 GR15H17 T6 24.349.656 27.554.299
15 GR15H18 T6 33.779.894 36.777.621
15 GR15H19 T6 36.778.352 39.927.601
15 GR15H20 T6 39.928.902 43.276.395
18 GR18H21 T6 5.123.821 6.456.945
18 GR18H22 T6 25.076.554 26.724.516
18 GR18H23 T6 41.869.937 43.809.285
20 GR20H24 T1 11.245.471 13.919.535
21 GR21H25 T 48.761.111 51.254.603
21 GR21H26 T6 51.258.111 53.929.532
21 GR21H27 T6 55.984.667 58.437.510
22 GR22H28 T6 47.032.709 50.948.130
27 GR27H29 T6 31.521.050 35.013.681

' Bos taurus Autossomo;

2 Codigo de nomeagéao do haplétipo que inclui a raga (Gl para Gir e GR para Girolando),
0 cromossomo e o numero de haplétipos dentro da raga (H para haplétipo);

3 T1: Teste populacional; T2: Teste de acasalamento de portadores entre touro x matriz;
T3: Teste de acasalamento de portadores entre touro x avd materno; T4: Teste de
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semiletalidade em cruzamentos touro x matriz; T5: Teste de semiletalidade em
cruzamentos touro x avé materno; T6: Teste de semiletalidade populacional,
4 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (Rosen et al., 2020).

Dois haplétipos da raga Gir (GIMH2 e GI23H8) ocorreram em regides
semelhantes em estudos de identificacdo de haplétipos letais ou semiletais para
outras ragas, como foram os casos dos haplétipos nas regides 21 a 22 Mb no
cromossomo 1 para a raga Nelore (Schmidt et al., 2023) e 28 a 29 Mb no cromossomo
23 para as ragas Nordic Red (Wu et al., 2020) e Limousin (Jenko et al., 2019). Em
relagéo aos haplotipos da raga Girolando, apenas o haplétipo GR5H6 na regido 75 Mb
do cromossomo 5 ocorreu em uma regido semelhante ao estudo de Wu et al. (2020)
com bovinos Nordic Red. Uma hipotese plausivel para tais ocorréncias seria que, a
partir do gado selvagem Auroque (Bos primigenius), as duas subespécies formadas
(Bos taurus taurus ou bovino taurino, originada do Bos primigenius primigenius; e Bos
taurus indicus ou zebu, originada do Bos primigenius namadicus, de acordo com
Loftus et al., 1994) conservaram haplétipos ancestrais que podem controlar certas
caracteristicas e/ou doengas, como mostrado no estudo de Dawkins et al. (1989) com
humanos e nos estudos de Williamson et al. (2011) e Lloyd et al. (2014) com bovinos.
Nesse sentido, a diversidade de estudos sobre letalidade de haplétipos em bovinos
corroboram para a suposta letalidade e/ou semiletalidade de haplétipos presentes
nestas regiodes.

Em relagdo aos testes de identificacdo de auséncia ou nivel reduzido de
homozigosidade, os haplétipos GR6H7, GR7H9, GR15H12, GR20H24 e GR21H25 da
raca Girolando apresentaram resultados apenas para testes de letalidade, sendo
denominados, portanto, como haplétipos putativamente letais. Os haplétipos GI7H4,
GI13H5, GI15H6 e GI18H7 da raca Gir e os demais 24 hapldtipos da raca Girolando
apresentaram resultados apenas para testes semiletais, sendo denominados,
portanto, como haplétipos putativamente semiletais. Por fim, os haploétipos GI1H1,
GI1H2, GI5H3 e GI23H8 na raca Gir apresentaram resultados significativos tanto para
testes de letalidade quanto para testes de semiletalidade, indicando uma possivel
penetrancia parcial. Reforga-se que no caso da raga Girolando, o fato de mais de 80%
dos haplétipos putativamente deletérios apresentarem testes apenas de
semiletalidade (penetrancia incompleta) pode estar relacionado a segregagao de
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alelos das ragas Gir e Holandesa (maior diversidade de gametas recombinantes). A
penetrancia incompleta pode ser influenciada por fatores externos ou internos, como
ambiente, outros genes (epistasia), ou até mesmo variabilidade aleatéria. Esses
fatores podem afetar a expressdo do haplétipo, fazendo com que a caracteristica
associada apareca em alguns individuos, mas n&o em outros.

Tratando-se da raca Gir, ressalta-se que ha possibilidade de terem ocorrido
testes de letalidade de hapl6tipos nas regides onde apresentaram apenas testes de
semiletalidade visto que, para diminuir a taxa de falsas descobertas, foram
selecionadas apenas regides que abrigassem pelo menos cinco haplétipos
significativos e que um mesmo haplétipo apresentasse acima de dois testes
significativos dentro das respectivas regides. Nesse sentido, possivelmente todas as
regides candidatas na raca Gir apresentam haplotipos tanto para letalidade quanto
para semiletalidade nos casos de penetrancia incompleta.

As estatisticas dos supostos haplétipos letais e semiletais para as ragas Gir e
Girolando sao apresentadas na Tabela 3. Os oito supostos haplotipos recessivos
letais e semiletais para a raca Gir apresentaram uma frequéncia média de 7,67%, o
que representou 1,91 e 1,74 vezes superior as frequéncias relatadas por Wu et al.
(2019) para bovinos Nordic Holstein (4,01%) e Schmidt et al. (2023) para bovinos
Nelore (4,41%), enquanto representou 1,29 e 2,25 vezes menor que as frequéncias
relatadas por Wu et al. (2020), para bovinos Danish Jersey, e Jenko et al. (2019) para
cinco ragas de gado de corte (17,22%). As frequéncias para os oito haplétipos foram
de 6,00% para GI1H1, 10,30% para GI1H2, 5,16% para GI5H3, 8,61% para GI7H4,
6,26% para GI13H5, 8,14% para GI15H6, 7,87% para GI18H7 e 9,05% para GI23H8,
sendo a maior frequéncia observada para o haplétipo GI1H2 e a menor frequéncia

observada para o haplétipo GISH3.
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Tabela 3: Estatisticas para os supostos haplétipos letais e semiletais para as racas Gir e Girolando.

« 91 9159} eaed soOAISS92a.
sojobizowoy JeA1aSqO OeuU 9p apepljiqeqold

+ G1 91s9) eaed soAlssadal
sojobizowoy JeAIasqo oeu ap apepljiqeqold

« 71 9159} eled soAISs92al
sojoBizowoy JeAsasqo oeu ap apepljiqeqoid

« €1 9159} eied SOAISSaDal
sojobizowoy JeAIasqo oeu ap apepljiqeqold

+ ¢1 91s9) eled soAIssadal
sojobizowoy JeAIasqo oeu ap apepljiqeqo.ld

« 1.1 9159} eied soAISSaDal
sojobizowoy JeAIasqo oeu ap apepljiqeqold

ouldjew gABx0.4N0} Sojuawejeseor
ap opeladsa soAISSa9a4 sojobizowoy ap (N

ouldjew gABx0.4N0} Sojuawejeseor
9P OpeAIaS(O SOAISSd23l sojobizowoy ap N

ouJdjew QABx04NO0} SOjuUdWE[eSEIR. (N

Z11)eWx0.1N0} Sojudwe|esese
ap opeiadse soAlssasal sojobizowoy ap (N

Z11}eWIx0IN0} Sojudwejeseoe
9p SOpEeAIaSqO SOAISSaDal sojohizowoy ap (N

ZlljeWwix0.Nn0j} sojusawejesede ;N

sopeladsa SOAISS9994 S0}0BIZOWOH

SOpeAIaSqO
SOAISS@204 sojobizowoy ap oJawnN

(%) odnojdey op ejougnbaiy

odnojdeyH

edey

6,80%10°

0

3,53%10-10

20
54

163
437

6,00 33 86 318 79
161

10,30
5,16

GI1H1

0
9x1015

8,77x10-15

3,46%x108

1

0
0

21

260 644
62 204
173 562

97

9
2

Gl1H2
GI5H3

3,25%x10%6 6,02x10-1°

19
38

159

51
140 306

0
4,68%x108

2,48x108
3,99x10"% 5,21x107

0
6,10x107

25
40

6
2
8
6

207
325

61

10
26
21

245

59
44
58
74
35

8,61
6,26
8,14
7,87
9,05
3,74
4,76
517

GI7H4
GI13H5
Gl15H6
GI18H7
GI23H8
GR2H1
GR2H2
GR3H3
GR3H4

Gir

0
3,88x10

4,46%x108

59
146 637

101

166 237
154 587
176 404

24

0

79

0

1,75%10°

18

151

1

1,36%106

16
17
7

18
18
6

1,94x10%
6,45x107

41
49

15
47

11

Girolando

5,77x107

17

23

95

7,35



26

GR3H5 9,38 100 158 90 14 22 45 5 5 - - - - - 2,19x106
GR5H6 4,53 6 40 22 2 5 27 0 3 - - - - - 4,81x108
GR6H7 2,57 0 12 6 0 1 13 0 1 2,47x10% - - - - -
GR7H8 6,39 15 79 42 8 10 25 0 3 - - - - - 1,79x10-13
GR7H9 2,92 0 16 7 0 1 2 0 0 8,10x108 - - - - -
GR9H10 9,73 72 159 90 7 22 203 13 25 - - - - - 1,56%10-12
GR10H11 11,24 157 173 162 10 40 305 13 38 - - - 3,13x108 - -
GR15H12 3,01 0 16 3 0 0 7 0 0 1,11x107 - - - - -
GR15H13 6,62 34 83 49 9 12 57 7 7 - - - - - 4,65x108
GR15H14 4,04 4 33 8 2 2 8 0 1 - - - - - 2,20x107
GR15H15 8,63 79 144 50 10 12 98 11 12 - - - - - 2,91x108
GR15H16 11,05 118 182 91 16 22 150 16 18 - - - - - 1,14x10
GR15H17 8,98 84 137 111 15 27 95 6 11 - - - - - 3,00%106
Girolando GR15H18 7,29 52 106 42 8 10 126 11 15 - - - - - 6,99%108
GR15H19 5,38 16 56 36 2 9 17 0 2 - - - - - 5,04x108
GR15H20 5,73 19 59 40 3 10 28 2 3 1,04x107
GR18H21 6,71 39 88 41 13 10 77 11 9 - - - - - 9,00x108
GR18H22 5,39 20 58 31 7 7 49 3 6 - - - - - 3,12x107
GR18H23 5,20 12 43 12 2 3 26 2 3 - - - - - 1,35x106
GR20H24 3,35 0 19 19 0 4 40 0 5 2,27x10° - - - - -
GR21H25 2,67 0 13 - - - - - - 1,18x106 - - - - -
GR21H26 6,99 39 91 52 7 13 28 1 3 - - - - - 2,64x108
GR21H27 6,41 28 74 26 4 6 10 1 1 - - - - - 4,67x108
GR22H28 3,83 3 27 22 2 5 6 0 0 - - - - - 2,97x106
GR27H29 4,35 8 36 14 2 3 8 1 1 - - - - - 2,12x106

* T1: Teste populacional; T2: Teste de acasalamento de portadores entre touro x matriz; T3: Teste de acasalamento de portadores entre touro x avd materno; T4: Teste de
semiletalidade em cruzamentos touro x matriz; T5: Teste de semiletalidade em cruzamentos touro x avé materno; T6: Teste de semiletalidade populacional.
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Os supostos haplotipos recessivos letais e semiletais para a raca
Girolando apresentaram uma frequéncia média de 5,98%, o que representou
1,49 e 1,36 vezes superior as frequéncias relatadas por Wu et al. (2019) e
Schmidt et al. (2023) para bovinos Nordic Holstein e Nelore, respectivamente,
enquanto representou 1,65 e 2,88 vezes menor que as frequéncias relatadas
por Wu et al. (2020) e Jenko et al. (2019) para bovinos Danish Jersey e para
cinco ragcas de gado de corte, respectivamente. A maior frequéncia foi
observada para o haplétipo GR10H11 (11,24%), enquanto a menor foi
observada para o haplétipo GR21H25 (2,67%). Em geral, os resultados
mostram que o numero de homozigotos recessivos observados foi, em
maioria, menor que o numero esperado para os diferentes tipos de testes.

Para a raga Gir, os haplotipos GI1H1, GI1H2, GI5H3 e GI23H8
apresentaram resultados tanto para testes de letalidade (T2 para GI1H2 e
GI5H3; T3 para GI1H1, GI5H3 e GI23H8) quanto para testes de semiletalidade
(T4 para GI1H1 e GI23H8; T5 para GI1H2; T6 para GI1H1, GI1H2, GISH3 e
GI23H8), enquanto os haplétipos GI7H4, GI13H5, GI15H6 e GI18H7
apresentaram resultados apenas para testes semiletais (T4, TS5 e T6),
conforme ja descrito anteriormente. Tais caracteristicas foram parcialmente
semelhantes as estatisticas de haplétipos apresentadas por Jenko et al.
(2019), que encontraram haplotipos indicando tanto letalidade quanto
semiletalidade nos estudos de cinco ragas distintas.

O haplétipo GISH3 apresentou auséncia completa de homozigotos em
dois testes de letalidade, o que pode indicar uma maior chance de letalidade
deste haplétipo em cruzamentos. Os haplétipos GI1H2 e GI23H8, embora
tenham apresentado letalidade apenas nos testes T2 e T3, respectivamente,
mostraram também uma tendencia maior para letalidade em cruzamentos
visto que, para os resultados dos testes T2 (GI123H8) e T3(GI1H2), ambos os
haplétipos apresentaram apenas um homozigoto recessivo. O mesmo pode-
se estender para o haplétipo GI1H1 que apresentou apenas quatro
homozigotos recessivo.

Para a raca Girolando, os haplétipos GR6H7, GR7H9, GR15H12,
GR20H24 e GR21H25 foram significativos para testes de letalidade, o que é

de fato esperado para o haplétipo visto que apresentam auséncia completa
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de homozigotos observados para os trés tipos de testes de letalidade
(populacional e acasalamento de portadores). O haplétipo GR2H1, embora
tenha se apresentado significativo para teste de semiletalidade, pode-se ser
considerado como letal, visto que ha apenas um homozigoto observado para
o teste populacional. Os demais haplétipos foram significativos apenas para
testes de semiletalidade, isto €, ndo houve haplétipos letais e semiletais,
simultaneamente, como ja observado anteriormente na Tabela 2.

Buscando encontrar possiveis haplotipos letais ou semiletais que
segregam alelos da raca Gir para a raga Girolando, ao realizar a comparagao
das regides identificadas neste estudo, foram observadas duas regides com
sobreposigdes parciais (Tabela Suplementar S3). Estas sobreposi¢des podem
abrigar haplotipos em segregacao alélica letal ou semiletal, visto que animais
da raca Girolando possuem alguma fracdo da composigao racial
compartilhada com a raga Gir. As regides foram nomeadas usando um codigo
que une os codigos de ambas as ragas (GIGR, sendo Gl e GR representando
as ragas Gir e Girolando, respectivamente), o cromossomo € o numero da

regiao compartilhada (R para regido), conforme Tabela 4.

Tabela 4: Regides identificadas carregando supostos haplétipos letais ou semiletais
em possivel segregacao alélica da raga Gir para a raga Girolando.

Nome da Regiao* (pb)
1 3

BTA Regido? Teste Base Inicial Base Final
3 GIGR3R1 T1, T2, T6 10.207.866 11.593.768
15 GIGR15R2 T4, T5, T6 35.856.252 36.777.621

" Bos taurus Autossomo;

2 Codigo de nomeagao da regido que inclui ambas as ragas (GIGR,
sendo Gl para a raga Gir e GR para a raga Girolando), o0 cromossomo e
0 numero da regidao compartilhada (R para regiao);

3 T1: Teste populacional; T2: Teste de acasalamento de portadores
entre touro x matriz; T3: Teste de acasalamento de portadores entre
touro x avdé materno; T4: Teste de semiletalidade em cruzamentos touro
x matriz; T5: Teste de semiletalidade em cruzamentos touro x avd
materno; T6: Teste de semiletalidade populacional;

4 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al., 2020).

As duas regides que carregam possiveis alelos em segregacgao
apresentaram haplétipos significativos tanto para testes de letalidade (T1 e T2
para a regidao GIGR3R1) quanto para testes de semiletalidade (T6 para a
regido GIGR3R1 e T4, T5 e T6 para a regiao GIGR15R2).
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Tabela 5: Estatisticas dos supostos haplétipos letais ou semiletais em segregacao entre as ragas Gir e Girolando.
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Foram observados um total de 10 hapldtipos de ambas as ragas
(Tabela 5), sendo oito haplétipos da raga Gir e dois haplétipos da raca
Girolando. Os haplétipos presentes nas duas regides foram nomeados
usando um codigo que une os codigos de ambas as ragas (GIGR, sendo Gl
representando a raga Gir e GR representando a raga Girolando), o
cromossomo, o numero da regido compartilhada (R para regido) e o numero
de hapldtipos dentro da raga (H para haplétipo).

Os haplétipos na raga Gir em provavel segregagdo alélica
apresentaram uma frequéncia média de 5,65%, enquanto os haplétipos em
mesma regiao, presentes na raga Girolando, apresentaram uma frequéncia
média de 7,36%. O hapldtipo GI15R2H9 é o mesmo haplétipo GI15H6
indicado como haplétipo putativamente semiletal para a raga Gir, 0 que pode
reforcar segregacgado alélica semiletal para a raga Girolando na regidao do
cromossomo 15. O haplétipo GI3R1H4 na raca Gir apresenta numero de
homozigotos nulo para dois testes de letalidade simultaneamente, enquanto
o haplétipo GR3R1H6 na raga Girolando apresenta redu¢do de homozigotos
na populagao, o que pode indicar uma possivel segregacao alélica semiletal
para o Girolando na regido do cromossomo trés.

Assim, os haplétipos presentes nessas regides passaram por analise
funcional para identificacdo de genes candidatos que foram, em seguida,
submetidos a ortologia para levantamento de possiveis fendtipos de

letalidade.

44 Genes candidatos, analise de enriquecimento funcional,

genes ortélogos e fenétipos de letalidade

Em relagéo a raga Gir, considerando um nivel de significancia de 5%,
o teste hipergeométrico para a categoria D (compostos quimicos e drogas)
identificou um termo de ontologia MeSH (Descri¢cao) significativo (p-valor =
0,00054), apontando cinco genes (ID gene) que se enquadraram neste termo,
conforme Tabela 6.
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Tabela 6: Descricdo do termo MeSH (categoria D) e parametro gerado pelo teste
hipergeométrico associado aos haplétipos supostamente letais ou semiletais para
raca Gir.

Categoria ID Descrigcao p-valor p-ajustado ID gene
TMPRSS15
Compostos Proteinas SYT1
quimicos e  D008565 de 0,000536738  0,045622759 GNAS
drogas Membrana ATP5F1E
CALCB

O termo de ontologia genética (GO) “Proteinas de Membrana” refere-
se a proteinas encontradas em membranas, incluindo membranas celulares e
intracelulares, consistindo em dois grupos: proteinas periféricas e proteinas
integrais. Essas proteinas incluem a maioria das enzimas associadas a
membranas, proteinas antigénicas, proteinas de transporte e receptores de
drogas, hormdnios e lectinas (DeCS, 2024), que podem influenciar em um
desenvolvimento fetal tanto de forma positiva, quanto de forma negativa. Os
cinco genes que se enquadraram neste termo (SYT1, GNAS, TMPRSS15,
CALCB, ATP5F1E) sao descritos na Tabela Suplementar S4 de acordo com
o ID Gene, ID Ensembl Gene, haplétipo, regido, descrigéo e classificagéo.

A analise de ortologia identificou genes ortdlogos para os cinco genes
candidatos encontrados na analise de enriquecimento. Os genes ortdlogos,
ao serem pesquisados no banco de dados Mouse Genome Informatics,
apresentaram fenétipo de letalidade embrionaria ou perinatal de dois genes:
sinaptotagmina 1 (SYT1) para o haplétipo GI5H3 e locus do complexo GNAS
(GNAS) para o haplétipo GI13H5 (Tabela 7).

Tratando-se da raga Girolando, considerando um nivel de significancia
de 5% e alinhando os resultados GO com os objetivos desta pesquisa, o teste
hipergeométrico para as categorias A (anatomia), D (compostos quimicos e
drogas) e G (fendbmenos e processos), identificou no total 38 termos de
ontologia MeSH (Descrigao) significativos, apresentando 89 genes (ID gene)
descritos na Tabela Suplementar S5 de acordo com o ID Gene, ID Ensembl
Gene, hapldtipo, regido, descricdo e classificagdo. Alguns desses termos
estdo intimamente ligados no processo de desenvolvimento fetal, como por
exemplo, proteinas de membrana, proteinas de ligacdo ao DNA, RNA, entre

outras.
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Tabela 7: Fendtipo letal para genes presentes nos supostos haplotipos letais ou
semiletais para a raca Gir.

ID Gene
(Bos taurus)

ID Gene
Ortélogo’
(Mus musculus)

Regiio® (pb)
Haplétipo? Fenétipo Letal*
Base Inicial Base Final

SYT1

Homozigotos nulos néo se
alimentam, apresentam
transmissao sinaptica
prejudicada e liberacao de
neurotransmissores
evocados por Ca% e
morrem com 48 horas de
vida.

SYT1 GI5SH3 8.645.528 9.048.268

GNAS

Homozigotos mutantes
param de se desenvolver
GNAS GI13H5 57.465.320 57.519.383 normalmente por volta do
dia embrionario 10,5 e
morrem no pré-natal.

' Ortdlogo via “orthogene” utilizando-se a espécie Bos taurus como espécie de entrada e Mus
musculus como espécie de referéncia;

2 Cédigo de nomeagao do haplétipo que abriga o gene, onde que inclui a raga (Gl para Gir e GR
para Girolando), o cromossomo e o numero de haplétipos dentro da raga (H para haplétipo);

3 Localizagdo do gene conforme genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al.,

2020);

4 Fenotipo de letalidade embrionaria, pré-natal ou perinatal apresentado pelo banco de dados
Mouse Genome Informatics.

A anadlise de ortologia identificou genes ortélogos para 79 genes

candidatos encontrados na analise de enriquecimento (Tabela Suplementar
S6) e que, ao serem pesquisados no banco de dados Mouse Genome
Informatics, apresentaram fendtipo de letalidade ou semiletalidade
embrionaria, pré-natal ou perinatal para 11 genes (Tabela 8), sendo eles:
proteina C, inativador dos fatores de coagulacdo Va e Vllla (PROC);
mioglobina (MB); cadeia pesada 9 da miosina (MYH9);, pro-proteina
convertase subtilisina/kexin tipo 1 (PCSKT1); regulador transcricional
associado YAP1 (YAPT1); angiomotina like 1 (AMOTL1); fator de iniciagdo da
tradugcdo eucaridtica 4 gama 2 (EIF4G2); adrenomedulina (ADM),
transaminase glutamico-oxaloacética 2 (GOT2); subunidade reguladora 1 da

fosfoinositideo-3-quinase (PIK3R1) e cromogranina A (CHGA).
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Tabela 8: Fendtipo letal para genes presentes nos supostos haplétipos letais ou
semiletais para a raga Girolando.

ID Gene
(Bos taurus)

ID Gene

Ortélogo’
(Mus musculus)

Haplétipo?

Regiio® (pb)

Base inicial

Base final

Fenétipo Letal*

PROC

PROC

GR2H1 5.102.056

5.112.985

Ainativagao do loco resulta
em morte dentro de 24
horas apds o0 nascimento
devido a coagulopatia de
consumo.

MB

MB

GR5H6 73.814.165

73.824.954

Homozigotos para um alelo
nulo apresentam aumento
da densidade capilar
cardiaca, fluxo
coronariano, niveis de
hemoglobina e
hematdcrito. Muitos
camundongos
homozigotos para outro
alelo nulo morrem de
insuficiéncia cardiaca no
meio da gestacao.

MYH9

MYH9

GR5H6 74.719.956

74.805.905

Camundongos nulos
homozigotos apresentam
letalidade embrionaria.

PCSK1

PCSK1

GR7HS8 95.745.639

95.790.112

Homozigotos para um alelo
nulo apresentam morte pré
e pos-natal, baixo peso,
diarreia, hipoglicemia,
niveis baixos de insulina e
GHRH e falta de niveis
maduros de glucagon e
ACTH. Homozigotos para
outro alelo nulo morrem
antes da implantacéo.

YAP1

YAP1

GR15H13  6.501.783

6.634.647

Embrides homozigotos
para uma mutagcdo nula
deste gene morrem entre
os dias embrionarios E9,5
e E10,5 devido a
avasculogénese do saco
vitelino e a falha de ligacéao
entre o alantoide e o
cérion.

AMOTL1

AMOTL1

GR15H16  15.542.579

15.735.942

Camundongos
heterozigotos para uma
mutagdo missense exibem
letalidade pos-natal,
enquanto os homozigotos
exibem letalidade pré-natal
e neonatal sem fendtipos
craniofaciais ou
cardiovasculares
aparentes.

EIF4G2

EIF4G2

GR15H20 41.871.084

41.881.439

Camundongos
homozigotos para uma
mutag¢do nula direcionada
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nao sofrem gastrulagdo e
morrem por volta do dia
embrionario E11,5.

Homozigotos para uma
mutag¢do nula direcionada
exibem defeitos
cardiovasculares, hyrdops
fetalis e letalidade no meio
da gestacdo com defeitos
ADM ADM GR15H20 42.377.322 42.382.803 em defeitos placentarios,
vasos sanguineos fetais
prejudicados e
remodelagdo da artéria
espiral materna e
diminuicdo do numero de
células NK uterinas.

A homozigosidade para
knockout ou certas

GOT2 GOT2 GR18H22 26.447.740 26.471.481 delegbes in-frame ou
alelos missense é letal
embrionaria.

Homozigotos para uma
mutagédo nula direcionada
exibem letalidade perinatal
associada a  necrose
PIK3R1 PIK3R1 GR20H24 11.398.588 11.408.015 hepatica, ascite quilosa,
fibras musculares
aumentadas, calcificagédo
do tecido cardiaco e

hipoglicemia.
Homozigotos e
heterozigotos para um
alelo apresentam
hipertenséo, niveis

CHGA CHGA GR21H27  57.571.750 57.585.040 anormais de plasma e
adrenalina e noradrenalina
e, em homozigotos,
letalidade embrionaria
parcial.

' Ortélogo via “orthogene” utilizando-se a espécie Bos taurus como espécie de entrada e Mus
musculus como espécie de referéncia;

2 Cédigo de nomeagao do hapldtipo que abriga o gene, onde que inclui a raga (Gl para Gir e GR
para Girolando), o cromossomo e o0 numero de haplétipos dentro da raga (H para haplétipo);

3 Localizagdo do gene conforme genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al.,
2020);

4 Fendtipo de letalidade embrionaria, pré-natal ou perinatal apresentado pelo banco de dados
Mouse Genome Informatics.

A analise funcional dos haplétipos presentes nas regidbes de
sobreposicao identificou 46 genes candidatos, sendo que 45 estavam
presentes na regido GIGR3R1 e apenas um estava presente na regiao
GIGR15R2. Ao submeter tais genes candidatos a analise de ortologia, apenas
12 genes apresentaram ortologia entre Bos taurus e Mus musculus. Os genes
ortdlogos, ao serem pesquisados no banco de dados Mouse Genome
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Informatics, apresentaram fenétipo de letalidade neonatal ou pds-natal de dois
genes (Tabela 9), respectivamente: espectrina alfa, eritrocitica 1 (SPTAT)
para a regido GIGR3R1 e SRY (regido determinante de sexo Y) — box 6
(SOXB6) para a regido GIGR15R2.

Tabela 9: Fendtipo letal para genes presentes nas regides sobrepostas abrigando

haplétipos de segregacéo alélica letal ou semiletal para a raga Girolando.

ID Gene Regiio® (pb)
ID Gene Ortélogo’ Haol6tino? 9 P Fenétipo Letal*
(Bos taurus)  (Mus musculus) aplotipo Base B . enotipo Leta
. . ase Final
Inicial
Homozigotos para
GI3R1H4 10.996.158 11.088.116 mutacdes espontaneas
SPTA1 SPTA1 apresentam anemia
microcitica, hipocrémica,
GR3R1H6 10.996.957 11.091.232 hemolitica, ictericia e alta
mortalidade neonatal.
Homozigotos para
GI3R2H8 35.856.252 36.545.863 mutagdes nulas
apresentam miopatia
SOX6 SOX6 cardioesquelética,

GR15R2H10 35.860.286 36.529.021

bloqueio cardiaco, atraso
no crescimento e letalidade
pos-natal precoce.

' Ortélogo via “orthogene” utilizando-se a espécie Bos taurus como espécie de entrada e Mus

musculus como espécie de referéncia;

2 Cédigo de nomeagao do haplétipo que abriga o gene, onde que inclui a raga (Gl para Gir e GR
para Girolando), o cromossomo e o numero de haplétipos dentro da raga (H para haplétipo);
3 Localizagao do gene conforme genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al.,

2020);

4 Fenotipo de letalidade embrionaria, pré-natal ou perinatal apresentado pelo banco de dados

Mouse Genome Informatics.

4.5 Discussoes gerais

De forma geral, alelos recessivos letais e semiletais sdo geralmente

raros e especificos da raca, sendo, portanto, dificeis de detectar em uma
populagao, principalmente em casos de mutacdes recentes, uma vez que 0s
programas de melhoramento animal limitam a endogamia para preservar a
variagdo genética e reduzir a depressao endogamica. Entretanto, através
testes para identificagcao de candidatos a haplétipos deletérios, propostas por
VanRaden et al. (2011a) e Jenko et al. (2019), bem como critérios rigorosos
para selecado de haplétipos putativamente deletérios, propostos por Wu et al.
(2019), Jenko et al. (2019) e Schmidt et al. (2023), e através da ortologia de
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genes homoélogos que divergiram por especiacdo, pOdde-se verificar neste
estudo a presenca de provaveis alelos recessivos letais e semiletais nas
populagdes de bovinos Gir e Girolando.

Um alto numero de candidatos a haplétipos deletérios (2.187) foi
observado na raga Gir, possivelmente relacionado ao método de inferéncia de
haplétipos implementado no software AlphaPhase que, segundo Hickey et al.
(2011), tem por desvantagem o ndo alinhamento dos nucleos resultantes do
particionamento dos cromossomos. Em contrapartida, foi observado um baixo
numero de candidatos a haplétipos deletérios na raca Girolando (29),
possivelmente ligado a segregacao de alelos das ragas Gir e Holandesa,
resultando em uma maior diversidade de gametas recombinantes em relagéo
as racas puras. Tais resultados indicam a necessidade de se realizar, em
estudos posteriores, a inferéncia dos haplétipos através do método que utiliza
comprimento variavel (que considera o desequilibrio de ligacdo para
montagem de haplétipos de tamanhos variados), bem como a comparagéo do
numero de candidatos a haplotipos deletérios em outras racas sintéticas
(confirmando a influéncia da diversidade de gametas recombinantes no
numero reduzido de haplétipos).

Um maior numero de supostos haplotipos deletérios foi observado em
testes de semiletalidade, indicando a penetrancia incompleta desses
haplétipos. A penetrancia incompleta pode ter um impacto significativo na
expressao fenotipica de haplétipos semiletais, ou seja, nem todos os
individuos que carregam esse haplétipo manifestardo os efeitos deletérios
associados a ele. Isso significa que alguns individuos poderao sobreviver e
até reproduzir, mantendo o haplétipo na populagdo, mesmo que ele possa ser
potencialmente prejudicial. Em um cenario com penetréncia incompleta, a
presenca de haplétipos semiletais pode levar a uma variedade de resultados
fenotipicos dentro de uma populagdo: morte embrionaria, pré-natal ou
perinatal, ou até a sobrevivéncia do individuo, dependendo de como a
penetrancia incompleta se manifesta em cada caso. Isso pode influenciar em
estudos de identificacdo de haplétipos letais, ja que os efeitos ndo serao

uniformemente visiveis.
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Alguns haplétipos (GI1H2 e GI23H8 na raca Gir e GR5H6 na racga
Girolando) ocorreram em regides semelhantes de estudos de identificacao de
haplotipos letais ou semiletais para outras racas. Uma hipotese plausivel,
levantada neste estudo para explicar tais ocorréncias, € a conservagao de
haplétipos ancestrais oriundos do gado selvagem Auroque (Bos primigenius).
Estes haplétipos podem controlar certas caracteristicas e/ou doengas, como
mostrado no estudo de Lloyd et al. (2014) com bovinos, corroborando para a
diversidade de pesquisas sobre letalidade de haplotipos em bovinos,
indicando suposta letalidade e/ou semiletalidade de haplétipos em
determinadas regides. Ressalta-se ainda a necessidade de se verificar, em
estudos posteriores e utilizando-se outro genoma bovino de referéncia (UMD
3.0, por exemplo), a ocorréncia de diferentes regides semelhantes para as
racas Gir e Girolando e outras racas, que nao descritas nesta pesquisa,
reforcando a possivel letalidade e conservacdo de haplétipos ancestrais
oriundos do Auroque.

Na busca de possiveis haplétipos letais ou semiletais em segregagao
alélica da racga Gir para a raga Girolando, foram observadas duas regides com
sobreposi¢des parciais. Um total de 10 haploétipos (oito da raga Gir e dois da
raca Girolando) foram encontrados nessas regides. O haplétipo GI15R2H9,
equivalente ao haplétipo GI15H6, indicado como haplétipo putativamente
semiletal para a raga Gir, refor¢a a possivel segregacgao alélica semiletal para
a raca Girolando na regiao do cromossomo 15. O haplétipo GI3R1H4 na raga
Gir apresentou numero de homozigotos nulo para dois testes de letalidade
simultaneamente, enquanto o haplétipo GR3R1H6 na raca Girolando
apresentou reducgao significativa de homozigotos na populagéo, o que pode
indicar outra possivel segregacao alélica semiletal para o Girolando na regiao
do cromossomo trés. Em estudos posteriores pode-se verificar a possivel
segregacao alélica da raga Holandesa para a raga Girolando, o que pode
resultar em um maior numero de haplétipos em segregagao, visto que a raca
Holandesa € hoje a pioneira em estudos de haplétipos deletérios, contendo o
maior numero de haplétipos letais ja identificados entre as ragas bovinas.

A identificagdo de genes candidatos, alinhada a analise de

enriquecimento e observacgao de fendtipos letais de genes ortélogos, mostrou-
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se uma metodologia alternativa para corroborar a letalidade ou semiletalidade
dos haploétipos putativamente deletérios. Embora o método GWAS seja mais
comum para a validacido de candidatos a hapldtipos letais, nem sempre é
possivel realizar tal analise visto que, em algumas ragas bovinas, fendétipos
relacionados ao insucesso reprodutivo (possivel morte embrionaria ou pré-
natal) ndo sao reportados para as associagbes de criadores. Entretanto,
alternativas fenotipicas para validagdo dos hapldtipos deletérios sao
possiveis, como por exemplo prenhez de novilhas (HP), mortalidade pos-natal
(PNM) e capacidade de permanéncia (STAY), analisadas no estudo de
Schmidt et al. (2023). Assim, estudos posteriores para confirmacdo da
letalidade ou semiletalidade dos haplétipos identificados nesta pesquisa serao
realizados, a depender do levantamento de informagdes fenotipicas junto as
associagdes de criadores de Gir e Girolando.

Um total de 11 haplétipos putativamente deletérios (dois para a raga
Gir e 9 para a raga Girolando) abrigaram 13 genes candidatos (dois para a
raca Gir e 11 para a raga Girolando), com ortologia verificada, que
apresentaram letalidade segundo o MGD. O gene candidato SYT7 corroborou
para a letalidade e semiletalidade (nos casos possiveis de penetrancia
incompleta) do haplétipo GISH3 na raga Gir, uma vez que nenhum individuo
homozigoto para este haplétipo foi observado nos testes de letalidade para
acasalamentos touroxmatriz e touroxavé materno, bem como o numero
observado de homozigotos para o teste de letalidade populacional foi quase
nulo (apenas dois individuos homozigotos). Algo similar pode-se dizer sobre
os genes candidatos PROC e PIK3R1 para os respectivos haplétipos GR2H1
(um individuo homozigoto observado) e GR20H24 (nenhum individuo
homozigoto) na raga Girolando. Nesse sentido, pode-se afirmar que o
haplétipo GR20H24 e GR2H1 marcam supostos alelos recessivos letais e
semiletais, respectivamente.

Embora os haplétipos GR6H7, GR7H9, GR15H12 e GR21H25
apresentaram auséncia de homozigotos completa (para todos os testes de
letalidade), ndo foi encontrado genes candidatos que corroborassem com sua
letalidade. Entretanto, deve-se ter atencao para tais haplétipos devido seus

status nulo de homozigose e considerar que possiveis erros ocorreram
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durante a inferéncia de haplétipos levando a estes resultados, visto que os
haplétipos de regides adjacentes (GR7H8, GR15H13 e GR21H27)
apresentaram genes candidatos com fendtipos de letalidade ou
semiletalidade.

A segregacao alélica da raga Gir para a raga Girolando na regiao
GIGR3R1 é corroborada pelo gene SPTA1, pois nesta regiao o haplétipo
GI3R1H4 nao apresenta qualquer homozigoto recessivo (letal para Gir),
enquanto o hapldtipo GR3R1H6 apresenta redugdo significativa de
homozigotos recessivos pelo teste de semiletalidade populacional (semiletal
para Girolando). Na regido GIGR15R2 também pode estar ocorrendo uma
segregacao alélica com penetrancia incompleta, corroborada pelo gene
SOX6, visto que os haplétipos GI15R2H7, GI15R2H8, GI15R2H9 e
GR15R2H10, presentes nesta regiao, apresentaram reducgao significativa de
homozigotos recessivos (semiletal para Gir e Girolando). A penetrancia
incompleta de tais segregagdes para a raga Girolando pode ser possivelmente
explicada pelo fato que estes animais recebem parte alélica de bovinos da
raca Holandesa. Nesse sentido, estudos posteriores analisando possiveis
segregacoes haplotipicas da raga Holandesa para a raca Girolando, nestas
mesmas regides, podem reforcar ainda mais a segregacao alélica deletéria
das regides identificadas.

De forma ampla, estudos posteriores utilizando GWAS, que identifica,
através de métodos matematicos, associagdes entre regides gendémicas e
tracos fenotipicos, tornam-se necessarios para confirmar a letalidade ou
semiletalidade, bem como a segregacao alélica entre as ragas, dos haplétipos

identificados nesta pesquisa.

5. CONCLUSAO

No total foram identificados 11 haplétipos putativamente letais ou
semiletais abrigando 13 genes candidatos que apresentaram fendtipos
deletérios segundo o MGD. Para os haplétipos GI5SH3 e GI13H5 da raga Gir,
os genes candidatos SYT71 e GNAS se mostraram letais nas fases perinatal e
embrionaria, respectivamente, através de analise via ortologia genética. Na
raga Girolando, 11 genes candidatos (PROC, MB, MYH9, PCSK1, YAP1,
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AMOTL1, EIF4G2, ADM, GOT2, PIK3R1 e CHGA) estavam presentes em oito
haplétipos (GR2H1, GR5H6, GR7H8, GR15H13, GR15H16, GR15H20,
GR18H22, GR20H24 e GR21H27), apresentando letalidade ou semiletalidade
em fases embrionaria, pré-natal ou perinatal, através de fenétipo, via ortologia
genética, no banco de dados Mouse Genome Informatics.

Os genes SYT1 (GI5H3), PROC (GR2H1) e PIK3R1 (GR20H24)
corroboraram para a provavel semiletalidade e letalidade dos respectivos
haplétipos, enquanto os genes SPTAT (regido GIGR3R1) e SOX6 (regido
GIGR3R2) corroboraram para uma possivel segregacao alélica semiletal.

Nesse sentido, o status de portador de haplétipo letal ou semiletal pode
ser usado na selecao de touros, buscando reduzir a frequéncia de mutagdes
na populacdo evitando acasalamentos de risco. Assim, as descobertas
realizadas neste estudo permitirdo a implementagcdo de estratégias de
acasalamento, baseadas no genoma, para evitar perdas reprodutivas e,

consequentemente, perdas econdémicas.
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Tabela Suplementar S1: Lista de regides candidatas apresentando pelo menos
cinco haplétipos com deficiéncia homozigética para a raga Gir.

Regido (pb)? Numero de
1 o
BTA Base Inicial Base Final si;ﬁ?flizgtr;\?sé

18.145.688 20.634.675 5

1 20.636.739 22.590.942 6
42.748.345 45.052.090 5
115.165.794 118.490.366 5
4.423.041 6.325.168 5

5 82.347.701 86.152.903 6
114.034.771 116.515.561 5
132.521.508 134.364.438 5

3 10.207.866 12.773.904 5
50.088.551 52.847.933 5
21.057.855 24.341.716 5

4 77.032.763 79.019.142 6
106.897.626 108.948.065 5

5 6.988.664 9.950.705 7
27.839.649 32.233.226 5

6 10.206.309 12.242.863 5
72.422.640 74.476.430 5
104.378.126 106.190.534 5
6.337.198 8.560.601 5
9.996.060 10.001.969 6

8 14.652.026 16.746.616 5
90.554.689 92.507.701 5
99.994.873 100.002.885 5

9 20.692.547 22.671.865 5
28.575.041 30.647.456 7

10 70.953.425 74.057.399 6
9.995.007 10.003.340 5

12 10.477.955 12.043.657 5
49.123.661 51.935.765 5

13 56.086.678 58.605.230 6
14 43.496.343 45.951.267 6
31.234.957 33.285.457 5

15 35.856.252 38.100.601 5
53.092.786 55.583.948 5
66.988.976 69.543.047 5
16.067.472 18.264.527 6

16 57.641.023 59.827.441 7
68.448.327 70.407.311 5
75.275.624 76.690.800 5

17 15.547.341 17.966.225 5
17.974.044 20.339.693 5
15.841.673 17.936.313 7

18 20.444.976 22.687.235 5
57.044.275 61.109.005 5

19 39.014.955 44.115.375 5
20 36.423.134 39.247.015 5
23 28.617.272 30.147.569 6




o4 57.346.887 59.136.678 5

59.141.340 61.001.528 5
25 12.520.823 15.467.899 5
26 3.524.161 5.762.056 5
29 35.670.763 39.764.624 5

' Bos taurus Autossomo;

2 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et
al., 2020);

3 Numero de haplotipos com auséncia significativa ou nivel
reduzido de homozigosidade dentro da regi&o.
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Tabela Suplementar S2: Lista de regides candidatas apresentando haplétipos com
deficiéncia homozigoética para a raca Girolando.

Regido (pb)? Numero de
1 o
BTA Base Inicial Base Final Sigzﬁligtalt'?\(l)ssi’

5 4.023.227 6.671.897 1
107.784.810  111.449.789 1
6.828.655 8.520.080 1

3 8.532.372 11.593.768 1
112.900.098  115.428.358 1

5 72.261.503 74.895.901 1
6 107.351.828  109.696.218 1
2 94.382.446 96.357.863 1
96.362.114 99.201.790 1

9 80.092.976 83.153.499 1
10 25.904.617 28.553.762 1
3.981.309 6.215.736 1
6.217.670 8.942.722 1
8.958.170 12.598.897 2

15 12.603.659 15.780.592 1
24.349.656 27.554.299 1
33.779.894 36.777.621 1
36.778.352 39.927.601 1
39.928.902 43.276.395 1
5.123.821 6.456.945 1

18 25.076.554 26.724.516 1
41.869.937 43.809.285 1

20 11.245.471 13.919.535 1
48.761.111 51.254.603 1

21 51.258.111 53.929.532 1
55.984.667 58.437.510 1

22 47.032.709 50.948.130 1
27 31.521.050 35.013.681 1

' Bos taurus Autossomo;

2 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et

al., 2020);

3 Numero de haplétipos com auséncia significativa ou nivel
reduzido de homozigosidade dentro da regido.
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Tabela Suplementar S3: Lista de regides que possivelmente abrigam haplétipos
supostamente letais ou semiletais em segregacéao da raga Gir para a raga Girolando.

Regido (pb)?

1 3
BTA Base Inicial Base Final Raca
3 8.998.750 11.784.663 Girolando
10.207.866 12.773.904 Gir
15 33.779.894 36.777.621 Girolando
35.856.252 38.100.601 Gir

' Bos taurus Autossomo;

2 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN
et al., 2020);

3 Racga para a qual a regido pertence.
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Tabela Suplementar S4: Genes candidatos encontrados via recurso de anotacéo e analise de enriquecimento MeSH para haplétipos da raga
Gir.

Regiio (pb)*

ID Gene' ID Gene Ensembl? Haplétipo® Base Base final Descrigao? Classificagao?
inicial ase fina

TMPRSS15 ENSBTAG00000000597 GI1H1 18.567.865 18.710.975 Serina protease transmembrana 15

SYTT  ENSBTAGO0000034693  GISH3 ~ 8.645528  9.048.268 Sinaptotagmina 1
Gene
GNAS  ENSBTAG00000052413  GI13H5  57.465.320 57.519.383 Locus do complexo GNAS Coﬂig’g‘?ﬁ; de

ATPSF1E  ENSBTAGO0000039208  GI13H5 ~ 57.357.618 57.361.337 SuPunidade epsiion da ATP sintase

CALCB  ENSBTAG00000001516 GI15H6 37806147 37809438 PO'ipeptidi‘;@ﬁfﬂ{r?'aaCiO”adOé

' ID dos genes candidatos encontrados via MeSH;

2 |D, descrigéo e classificagdo encontrados via Ensembl Genes 103 (DURINCK et al., 2009), usando o btaurus_gene_ensembl;

3 Codigo de nomeagao do haplétipo que inclui a raga (Gl para Gir e GR para Girolando), o cromossomo e o nimero de haplétipos dentro
da raga (H para haplétipo);

4 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al., 2020).
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Tabela Suplementar S5: Descricdo do termo MeSH (categoria D) e parametro
gerado pelo teste hipergeométrico associado aos haplétipos supostamente letais ou
semiletais para raga Girolando.

Categoria ID Descricao p-valor p-ajustado ID gene
PTH, RNASE1,
MSTN, MMP1,
MMP3, HYAL?2,
. . 7 s MMP13, MYOD1,
Anatomia D005347 Fibroblasto 1,14x10 1,96x10 PIK3R1, MMP15,
MMP7, RHOA,
LYVE1, SWAP70,
FBLN5
Ribonuclease BRB, RNASET,
D012259 Pancreatica 9,53x10""  523x10® RNASE13, ANG,
ANG2, RNASE10
- . MMP1 MMP3
Inibidor Tecidual ’ ’
STAR MMP13
D019714 x10° 1,95x10° ’ )
o9 Metalop?oeteinases 5,96x10 96X10 MMP15, MMP7,
ADAMTS4
MMP1, MMP3,
Metaloendopeptida ADAM?Z, ADAMD,
D008666 ses 7,10x10° 3,90x10¢  MMP13, MMP20,
MMP15, MMP?,
ADAMTS4, NLN
ADM, PTH, SAG,
CAST, CHGA,
PROC, SPP2, STAR,
CNGB1, MMP13,
D002118 Calcio 1,92x108  1,05x10°5  MMP20, IRAG1,
RPGRIP1, RHOA,
TRPC6, CACNA1D,
PNP, TNNC1,
FBLN5, ATP1A4
Compostos _ BRB, SAG, MMP1,
quimicos e D007375 Interleucina-1 3,96x107 0,0002 MMP3, ADAMO,
drogas MMP13, ADAMTS4
Inibidor Tecidual MMP1, MMP3,
D019717 da 7,39%x107 0,0004 MMP13, MMP15,
Metaloproteinase-3 MMP7, ADAMTS4
Inibidor Tecidual LGMN, MMP1,
D019716 da 9,73x107 0,0005 MMP3, MMP13,
Metaloproteinase-2 MMP15, MMP7
SAG, CHGA, F11R,
MMP3, ADAMO,
GNAT1, HSPAS,
MMP13, IRAG1,
Proteinas de MYOD1, PCSK1,
D008565 Membrana 103x10¢  0,0006  posopp, NDUFBT,
RHOA, LYVET1,
CALCB, ATP1A2,
MPZ, AMOTL1,
COPA, PGR
ADM, RNASE1,
CHGA, GPX1,
Inibidores MMP13, PIK3R1,
DO04791  Epzimaticos 1.12x10° 00006 4papTsy,
NDUFS2, RHOA,
PNP, PRKCD,



D020781

D012260

D053504

D020778

D019715

D010455

D001224

D014357

D051722

D004268

D011480

D000596

D020782

D024661

Metaloproteinase
de matriz 1

Ribonucleases

Metaloproteinases
de Matriz
Associadas a
Membrana

Metaloproteinase
de matriz 2

Inibidor Tecidual
da
Metaloproteinase-1

Peptideos

Acido Aspartico

Tripsina

Proteinas ADAM

Proteinas de
Ligacdo ao DNA

Inibidores de
Protease

Aminoacidos

Metaloproteinases
de Matriz
Canais de
potassio,

retificadores
internos

1,26%x106

1,68x106

1,68x106

2,06x10

4,63x106

9,16x10

1,43x10°

1,76x10°

2,14x10°

2,32x10°

2,64x10°

2,70%10°

3,93x10%

5,02x10°

0,0007

0,0009

0,0009

0,001

0,003

0,005

0,008

0,01

0,012

0,013

0,015

0,015

0,022

0,028
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HMOX1, LNPEP,
ATP1A4

MMP1, MMP3,
MMP13, MMP15,
MMP7, MMP8

BRB, RNASET1,
RNASE6, RNASE4,
ANG

MMP1, MMP3,
MMP13, MMP15,
MMP7

MMP1, MMP3,
MMP13, MMP15,
MMP7, MMP8
MMP1, MMP3,
MMP13, MMP15,
MMP7

ADM, PTH,
RNASET1, CHGA,
MSTN, GNATT,
HSPAS, MMP13,
PIK3R1, SPONT,
ADAMTS4, GOT2,
MYHO9, LYVET,
CALCB, DDR2
PROC, HSPAS,
PIK3R1, NDUFS2,
COPB1, COPA

MB, PTH, RNASE1,
CHGA, GPX1,
GNATT, HYAL?2,
RNASES, RHOA,
TNNC1, APEH,
GLRX, ANG

MMP3, ADAM2,
ADAMO, MMP13,
ADAMTS4

PTH, GPX1, STAR,
CEBPA, HSPAS,
MYOD1, PIK3R1,
TLR9, USFT1,
NUCB2, ATFS6,

SWAP70, ZNF219,
POLR2D, YAP1

MMP1, MMP3,
MMP13, MMP15,
MMP7, ADAMTS4
RNASET1, CAST,
GPR68, MMP20,
RNASES, GOT2,
PNP, TNNC1, APEH,
SH3BP4, ATP1A4,
MANF, ANG

MMP3, ADAMO,
MMP13, MMP20
GPX1, SLC12A3,
RRAS2, LNPEP,
KCNJ11, RAB28,

ERLIN2, ATXN3
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5 MMP1, MMP3,
D017364 Colagenases 5,30x10 0,029 ADAM9, MMP13
Fosfodiesterases gflfgﬁ CR%gg;
. %105 , :
D054707 cgé\l"gglseo_lt_;gce)og 5,88%x10 0,032 LNPEP. RAB28
’ ERLIN2, ATXN3
SAG, RNASE1,
CHGA, DAG1,
Proteinas de GNAI2, GNATT1,
D011993 Fusao 6,51x105 0,036 HSPAS, IRAG1,
Recombinantes MYOD1, PIK3R1,
CEP57, TNNC1,
POLR2D, COPA
PTH, SAG, MSTN,
MMP1, MMP3,
CEBPA, GNAT1,
D012313 RNA 6,51x10% 0,036 MMP13, PIK3RT,
MMP15, MMP7,
EIF4G2, ITLN2
Metaloproteinase i MMP1, MMP3,
DO53509 ™ ¢ Matriz 13 6,.98x10° 0,038 Lpbamg, MMP13
RNASE1, CHGA,
CNGB1, GNAI2,
Substancias GNAT1, HSPAS,
D046911 Macromoleculares 7,69x10° 0,042 MYOD1, PIK3R1,
CSNK2A2, PNP,
POLR2D, ANG
CNGB1, GNAT1,
D018698 Acido glutamico 8,37x105 0,046 HSPA8, ADAMTS4,
PNP, ANG
ADM, PTH,
RNASE1, CHGA,
MSTN, GNAT1,
HSPAS, MMP13,
D008970 Peso molecular 1,02x108  2,55%x10°% PIK3R1, SPONT.
ADAMTS4, GOT2,
MYHO, LYVET1,
CALCB, DDR2
Ativaéo PROC, HSPAS,
D004789 Enzimatica 6,72x107 0,0002 PIK3R1, NDUFS2,
COPB1, COPA
MB, PTH, RNASE1,
CHGA, GPX1,
R Especificidade do 5 GNAT1, HYAL?2,
Fenorgenos D013379 substrato 7,71%10 0,002 RNASES, RHOA,
Drocessos TNNCH1, APEH,
GLRX, ANG
MMP3, ADAM?2,
D010766 Fosforilagao 5,56x105 0,014 ADAMO, MMP13,
ADAMTS4
PTH, GPX1, STAR,
CEBPA, HSPAS,
MYOD1, PIK3R1,
D015394 Estrutura molecular  6,07x105 0,0152 TLRY, USF1,
NUCB?2, ATF6,
SWAP70, ZNF219,
POLR2D, YAP1
Relacdo MMP1, MMP3,
D013329 E e 0,00014 0,0356 MMP13, MMP15,
strutura/Atividade

MMP7, ADAMTS4
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RNASE1,  CAST,
GPR6S,  MMP20,
Estrutura Proteica RNASES6, GOT2,
Secundaria 000019 0048 pyNp TANNCT, APEH,
SH3BP4, ATP1A4,

MANE, ANG

D017433
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Tabela Suplementar S6: Genes candidatos encontrados via recurso de anotagao e analise de enriquecimento MeSH para haplétipos da raga

Girolando.
ID Gene' ID Gene Ensembl? Haplétipo® Regigo (pb)* Descrigao? Classificagdo?
Base inicial Base final
POLR2D ENSBTAG00000053244 GR2HT 4623450  4.644.243 Subunidade D da RNA polimerase Il
PROC ENSBTAG00000003950 GR2H1 5.102.056  5.112.985 Proteina C, inativador dos fatores de
coagulagao Va e Vllla
MSTN ENSBTAG00000011808 GR2H1 6.278.864  6.285.486 Miostatina
DDR2 ENSBTAG00000004885 GR3H3 6671274 6853263  eceptorde d°qr[‘];r’:g’sg';°°'d'”a tirosina
ATF6 ENSBTAG00000005227 GR3H3 7.616.413 7.846.328 Ativando o fator de transcrigao 6
MPZz ENSBTAG00000033835 GR3H3 8.207.973 8.216.078 Proteina mielina zero
NDUFS2 ENSBTAG00000002203 GR3H3 8290123  8.304.898 NADH.: subunidade central S2 da
ubiquinona oxidoredutase
ADAMTS4  ENSBTAG00000013210 GR3H3  8303.802 8311.860 Metalopeptidase ADAM com motivo 4 de
trombospondina tipo 1
USF1 ENSBTAG00000017873 GR3H3 8.436.890 8.442.549 Fator de transcrigdo upstream 1
F11R ENSBTAG00000017846 GR3H3 8464412  8.488.977 Receptor F11 Gene
ITLN2 ENSBTAG00000052308 GR3H4 8628057  8.634.971 Intelectina 2 codificador de
COPA ENSBTAG00000004333 GR3H4  0350.633  9.394.688 Subunidade alfa do complexo de proteina
revestimento COPI
ATP1A4 ENSBTAG00000038523 GR3H4  0487.900  9.520.439 Subunidade alfa 4 de transporte de
ATPase Na+/K+
ATP1A2 ENSBTAG00000010551 GR3H4 0528257  9.552.859 Subunidade alfa 2 de transporte de
ATPase Na+/K+
SAG ENSBTAG00000021480 GR3H5  113.023.696 113.054.214 Parada visual do antigeno S
SPP2 ENSBTAG00000002030 GR3H5 113.703.201 113.730.899 Fosfoproteina 2 secretada
SH3BP4 ENSBTAG00000013869 GR3H5  114.604.067 114.633.955  Proteina 4 de ligacio ao dominio SH3
HMOX1 ENSBTAG00000015582 GR5H6  73.623453  73.630.534 Heme oxigenase 1
VB ENSBTAG00000005333 GR5H6  73.814.165  73.824.954 Mioglobina
MYH9 ENSBTAG00000010402 GR5H6  74.719.956  74.805.905 Cadeia pesada 9 da miosina
RAB28 ENSBTAG00000003218 GR6H7  108.561.459 108.697.586  RAB28, membro da familia RAS onco
GLRX ENSBTAG00000038186 GR7H8 - i )



PCSK1

CAST
LNPEP
RPGRIP1
ZNF219

RNASE13

RNASE1

BRB
RNASEG6
RNASE4

ANG
ANG2
RNASE10

PNP
MMP13
MMP3

MMP1

MMP8
MMP20
MMP7
YAP1

TRPC6

PGR
AMOTL1
HSPAS8
MYOD1

KCNJ11

ENSBTAG00000020843

ENSBTAG00000000874
ENSBTAG00000019900
ENSBTAG00000004694
ENSBTAG00000021008

ENSBTAG00000046189

ENSBTAG00000025663

ENSBTAG00000004950
ENSBTAG00000008792
ENSBTAG00000019612

ENSBTAG00000019612
ENSBTAG00000046668
ENSBTAG00000032869

ENSBTAG00000012317
ENSBTAG00000015059
ENSBTAGO00000037768

ENSBTAG00000048029

ENSBTAG00000046732
ENSBTAG00000014251
ENSBTAG00000004594
ENSBTAG00000039307

ENSBTAG00000011227

ENSBTAG00000024648
ENSBTAG00000018945
ENSBTAG00000013162
ENSBTAG00000002216

ENSBTAG00000016170

GR7HS8

GR7H8
GR7H9
GR10H11
GR10H11

GR10H11

GR10H11

GR10H11
GR10H11
GR10H11

GR10H11
GR10H11
GR10H11

GR10H11
GR15H12
GR15H12

GR15H12

GR15H12
GR15H12
GR15H12
GR15H13

GR15H13

GR15H13
GR15H16
GR15H18
GR15H18

GR15H18

95.745.639

95.956.377
96.372.198

25.986.954
26.063.088

26.223.844

26.256.214
26.369.715
26.391.103

26.396.434
26.401.251
26.581.549

26.632.023
5.670.871
5.779.177

5.811.627

5.933.094
6.031.818
6.143.363
6.501.783

7.313.317
7.854.787
15.542.579
34.794.122
35.113.703

95.790.112

96.167.151
96.467.677

26.001.853
26.071.809

26.225.388

26.257.979
26.380.695
26.392.497

26.397.000
26.413.235
26.606.014

26.650.726
5.681.601
5.785.763

5.820.952

5.944.195
6.089.843
6.153.606
6.634.647

7.473.046
7.966.985
15.735.942
34.796.767
35.116.350

Pré-proteina convertase subtilisina/kexin
tipo 1
Calpastatina
Leucil e cistinil aminopeptidase
Proteina de dedo de zinco 219
Ribonuclease A membro da familia 13
(inativo)

Ribonuclease, familia RNase A, 1
(pancreatica)
Ribonuclease cerebral
Ribonuclease Um membro da familia k6
Ribonuclease Um membro da familia 4
Angiogenina, ribonuclease, familia RNase
A5
Angiogenina 2
Ribonuclease 1 membro da familia 10
(inativo)

Purina nucleosideo fosforilase
Metalopeptidase de matriz 13
Metalopeptidase de matriz 3
Metalopeptidase de matriz 1 (colagenase
intersticial)
Metalopeptidase de matriz 8
Metalopeptidase de matriz 20
Metalopeptidase de matriz 7
Regulador transcricional associado YAP1
Potencial receptor transitério canal
catidnico subfamilia C membro 6
Receptor de progesterona
Angiomotina like 1
Diferenciagdo miogénica 1
Canal de retificagao interna de potassio
subfamilia J membro 11
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NUCB2
CALCB

COPB1

RRAS2
SPON1
PTH

EIF4G2

IRAG1

LYVE1
ADM
SWAP70
SLC12A3
CNGB1

MMP15
CSNK2A2
GOT2

RGS9BP

PIK3R1

NLN
GPR68
FBLNS
ATXN3

NDUFB1

LGMN
CHGA

ENSBTAG00000017468
ENSBTAGO00000001516

ENSBTAG00000006556

ENSBTAG00000011905
ENSBTAG00000009150
ENSBTAG00000019080

ENSBTAG00000020308

ENSBTAG00000007129

ENSBTAG00000000802
ENSBTAG00000021048
ENSBTAG00000001987
ENSBTAG00000006630
ENSBTAG00000005702

ENSBTAG00000012919
ENSBTAG00000013784
ENSBTAG00000007172

ENSBTAG00000039441

ENSBTAG00000010989

ENSBTAG00000016903
ENSBTAG00000006738
ENSBTAG00000018123
ENSBTAGO00000005786

ENSBTAGO00000015156

ENSBTAG00000046979
ENSBTAG00000009836

GR15H18
GR15H19

GR15H19

GR15H19
GR15H19
GR15H19

GR15H20

GR15H20

GR15H20
GR15H20
GR15H20
GR18H22
GR18H22

GR18H22
GR18H22
GR18H22

GR18H23

GR20H24

GR20H24
GR21H27
GR21H27
GR21H27

GR21H27

GR21H27
GR21H27

35.156.671
37.806.147

38.233.156

38.367.194
38.457.984
39.190.651

41.871.084

41.972.410

42.102.179
42.377.322
42.918.200
25.813.506

25.939.947
26.016.116
26.447.740

43.154.652

11.398.588

13.752.971
55.998.072
56.567.085
56.760.080

56.801.799

57.379.065
57.571.750

35.179.314
37.809.438

38.267.714

38.460.551
38.773.001
39.193.187

41.881.439

42.098.627

42.116.460
42.382.803
43.060.368
25.880.192

25.960.720
26.051.022
26.471.481

43.155.365

11.408.015

13.853.634
56.036.571
56.659.651
56.794.358

56.809.044

57.414.855
57.585.040

Nucleobindina 2
Polipeptideo beta relacionado a
calcitonina
Subunidade beta 1 do complexo de
revestimento COPI
Relacionado a RAS 2
Espondina 1
Hormonio da paratiredide
Fator de iniciacdo da tradugao eucariética
4 gama 2
Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato
associado 1
Receptor 1 de hialuronano endotelial de
vaso linfatico
Adrenomedulina
Comutagéo da subunidade do complexo
de células B SWAP70
Subunidade beta 1 do canal controlado
por nucleotideo ciclico
Metalopeptidase de matriz 15
Caseina quinase 2 alfa 2
Transaminase glutamico-oxaloacética 2
Regulador da proteina de ligagédo a
sinalizagao da proteina G9
Subunidade reguladora 1 da
fosfoinositideo-3-quinase
Neurolisina
Receptor 68 acoplado a proteina G
Fibulina 5
Ataxina 3
NADH: subunidade B1 da ubiquinona
oxidorredutase
Legumain
Cromogranina A
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Subunidade alfa1 D do canal dependente

65

CACNATD  ENSBTAG00000010026 GR22H28  47.162.857  47.658.557 al c
de voltagem de calcio
PRKCD ENSBTAG00000008719 GR22H28  47.750.240  47.780.548 Proteina quinase C delta
TNNC1 ENSBTAGO0000045757  GR22H28  48.431431  48.437.749  'roponinaCt, t'polgﬁﬁoue'et'co e cardiaco
TLR9 ENSBTAG00000018198 GR22H28 48.676.670  48.680.933 Pedagio como receptor 9
MANF ENSBTAG00000031797 GR22H28 ; ; -
HYAL2 ENSBTAG00000000484 GR22H28  50.021.694  50.029.094 Hialuronidase 2
GNAI2 ENSBTAG00000020645 GR22H28  50.099.986  50.120.522 Subunidade alfa 12 da proteina G
GNATT ENSBTAG00000018020  GR22H28  50.152.601  50.161.258 S”b””'dadepfc';ae I,tr:z”gduc'”a 1da Gene
APEH ENSBTAG00000011583 GR22H28  50.512.079  50.524.496 Hidrolase de acilaminoacil-peptideo COd";ftae?r?; de
RHOA ENSBTAG00000004279 GR22H28 50701226  50.751.132 Membro da familia homéloga ras A P
GPX1 ENSBTAG00000054195 GR22H28  50.752.554  50.753.718 Glutationa peroxidase 1
ERLIN2 ENSBTAGO00000017831 GR27H29 33.016.693  33.033.829 Jangada lipidica ER associada 2
STAR ENSBTAG00000033345 GR27H29 33312972  33.321.495 Proteina reguladora aguda
esteroidogénica
ADAM9 ENSBTAG00000017455 GR27H29 - ; ;
ADAM2 ENSBTAG00000009408 GR27H29  34.593.321 34.693.833  Dominio 2 da metalopeptidase ADAM

" ID dos genes candidatos encontrados via MeSH,;

2 |D, descrigéo e classificagdo encontrados via Ensembl Genes 103 (DURINCK et al., 2009), usando o btaurus_gene_ensembl;

3 Codigo de nomeagao do haplétipo que inclui a raga (Gl para Gir e GR para Girolando), o cromossomo e o nimero de haplétipos dentro
da raca (H para haplétipo);

4 Genoma de referéncia Bos taurus ARS-UCD 1.2 (ROSEN et al., 2020).
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