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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.
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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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