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Regides gendmicas associadas a varia¢ao da coloracao da pelagem em bovinos da raca Gir
RESUMO

No Brasil, as racas zebuinas representam mais de 80% do efetivo bovino, sendo a Gir
uma das racgas de grande importancia, principalmente para a producdo leiteira. A raga possuli
doze diferentes fendtipos de coloracdo de pelagem (vermelha, amarela, vermelha gargantilha,
amarela gargantilha, vermelha chitada, amarela chitada, chitada de vermelho, chitada de
amarelo, chita clara, moura clara, moura escura e moura de vermelho). A coloragéo da pelagem
influencia na termorregulacdo, adesdo de ectoparasitas, podendo estar associada a aspectos
produtivos e reprodutivos. A pelagem faz parte da caracterizacdo racial e ha ainda predilecao
de criadores por determinadas colorag6es. Devido a falta de conhecimento sobre 0s mecanismos
de heranca que expliqguem as variacdes de pelagem na racga, objetivou-se realizar um GWAS
para identificar genes candidatos para o fendtipo de pelagem e realizar o mapeamento fino do
gene MC1R, gene esse ja relatado afetando a pelagem em outras racas bovinas. Um total de 574
animais da raga Gir, genotipados com chip comercial da Zoetis de baixa densidade (29.842
SNPs) foram utilizados em nove cenarios de associa¢do gendmica ampla (GWAS) fazendo uso
da metodologia single-step. Além disso, foi coletado material bioldgico de 46 bovinos da raca
Gir de todas as pelagens registraveis e de 1 animal com o fenétipo barroso nédo registravel, para
a realizacdo de PCR e anélise das sequéncias do gene MC1R para realizagdo do mapeamento
fino do gene. Nos diferentes cenarios da analise de GWAS foram encontradas regides presentes
no BTA3, BTA6, BTA8, BTA9, BTA10, BTA16, BTA18, BTA21 e BTA26. Apo6s analise das
regides obtidas no GWAS foram listados genes candidatos nos diferentes cenarios, mostrando
ser uma caracteristica de ordem poligénica. Sugere-se também um possivel efeito epistatico na
determinacdo da pelagem da raca Gir, como j& é observado em outras racas bovinas. Além
disso, observou-se alguns polimorfismos e trocas de aminoacidos no gene MC1R, nas posicdes
c. 311 G>del, ¢.416 C>T (p.Alal39Val), c.460 A>C (p.Ser154Arg), ¢.583 T>C (p.Phel95Leu),
c. 663 T>C (p.lle221lle) e c. 871 A>G (p.Ala291Thr) e froam formados 7 hapl6tipos. Ha
sugestdo de alguns haplétipos do MC1R causarem despigmentacdo em bovinos da raga Gir. No
presente estudo, avaliaram-se os efeitos genéticos sobre a coloragdo da pelagem e também
foram propostos novos genes candidatos influenciando a caracteristica na raca Gir.
Possibilitando-se assim, direcionar estudos futuros que busquem decifrar a arquitetura genética

da caracteristica e o desenvolvimento de marcadores genéticos para selecao.

Palavras-Chave: Bos taurus indicus, Pelame, SNP, Marcagéo branca.
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Genomic regions associated with variation in coat color in Gir cattle
ABSTRACT

In Brazil, the Zebu breeds represent more than 80% of the cattle herd, with the Gir being
one of the breeds of great importance, mainly for dairy production. The breed has twelve
different coat color phenotypes (red, yellow, choker red, choker yellow, calico red, calico
yellow, red calico, yellow calico, calico clear, clear moorish, dark moorish and red moorish).
The coat color of the influences thermoregulation, adhesion of ectoparasites, and may be
associated with productive and reproductive aspects. The coat is part of the breed qualification
and there is still a predilection of breeders for certain colors. Due to the lack of knowledge about
the inheritance mechanisms that explain coat variations in Gyr cattle, the objective was to
perform a GWAS to identify candidate genes for the coat phenotype and perform fine mapping
of the MC1R gene, a gene that has already been reported to affect the coat in other cattle breeds.
A total of 574 Gir animals were genotyped with a commercial Zoetis low-density chip of 29,842
SNPs were used in nine genomic wide association (GWAS) scenarios using the single-step
methodology. In addition, biological material was collected from 46 Gir cattle of all registerable
coats and from 1 animal with the depigmented phenotype for PCR and analysis of the MC1R
gene sequences for fine gene mapping. In the different scenarios of the GWAS analysis, regions
were found present in BTA3, BTA6, BTAS, BTA9, BTA10, BTA16, BTA18, BTA21 and
BTAZ26. After analysis of the regions obtained in the GWAS, candidate genes were listed in the
different scenarios, proving to be a characteristic of polygenic order. A possible epistatic effect
is also suggested in determining the coat of the Gir breed, as already observed in other bovine
breeds. Furthermore, some polymorphisms and amino acid exchanges were observed in the
MCI1R gene, at positions c. 311 G>del, ¢.416 C>T (p.Alal39Val), ¢.460 A>C (p.Serl54Arg),
c.583 T>C (p.Phel95Leu), c. 663 T>C (p.lle221lle) and c. 871 A>G (p.Ala291Thr), thus
forming 7 haplotypes. There is a suggestion that some MC1R haplotypes cause depigmentation
in Gyr cattle. In the present study, the genetic effects on coat color were evaluated and new
candidate genes influencing the trait in the Gir breed were also proposed. Thus, making it
possible to direct future studies that seek to decipher the genetic architecture of the trait and the

development of genetic markers for selection.

Keywords: Bos taurus indicus, Coat, SNP, White marking.
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1. INTRODUCAO
A coloracédo da pelagem é fendtipo fundamental que compde a caracterizacao racial em

bovinos, tendo todas as racas os padrbes de pelagem definidos e aceitos para registro. A
pelagem influencia também parametros fisiologicos de termorregulacdo, na qual, Zebuinos
(Bos taurus indicus), por exemplo, desenvolveram caracteristicas importantes para adaptagéo a
climas quentes, muitas relacionadas a pele e aos pelos (MAIBAM et al., 2018).

No Brasil, as ragas zebuinas sdo a maioria do rebanho nacional, representando cerca de
80% do efetivo bovino (ABCZ, 2022). Dentre as ragas zebuinas criadas no Brasil, a Gir destaca-
se, entre outras caracteristicas, por possuir grande diversidade de pelagens (Associacédo
Brasileira de Criadores de Zebu - ABCZ) com notada predilecdo entre os criadores por
determinadas coloragdes.

Diversos estudos apresentaram relacdo da pelagem dos bovinos com caracteristicas de
producdo, salde e bem-estar. Maia et al. (2005) e Arauz et al. (2017) encontraram relacédo da
pelagem com a producdo de leite e termorregulacdo, Wolfger et al. (2016) e Liu et al. (2019)
associaram caracteristicas de pelagem com o habito alimentar e fenétipos de carcaca,
Bertipaglia et al. (2005) e Lamari et al. (2021) relacionaram a pelagem com caracteristicas
reprodutivas e Oliveira et al. (2013) e Cardoso et al. (2014) observaram influéncia da coloracédo
da pelagem na adesdo de ectoparasitas.

Além disso, ja foram relatados efeitos pleiotrépicos negativos envolvendo genes
determinantes para caracteristicas de pelagem, como a Sindrome da Novilha Branca na raga
Belgian Blue envolvendo o gene KITLG (CHARLIER et al., 1996), a Sindrome Chediak -
Higashi na raca Japonesa Negra envolvendo o gene LYST (KUNIEDA et al., 1999) e a surdez
bilateral em bovinos da raga Simental envolvendo o gene MITF (PHILIPP et al., 2011). Estudos
também relataram que animais da raca Hereford que tem despigmentacdo palpebral séo
propensos a apresentar carcinoma ocular de células escamosas e ceratoconjuntivite infecciosa
(ANDERSON, 1991; SNOWDER et al., 2005).

Dessa forma, pode-se inferir que a genética das pelagens apresenta-se de forma complexa
e, além disso, trata-se de uma caracteristica poligénica (CHICHOREK et al., 2013). Alguns
genes sdo bastante estudados, sendo um dos principais 0 gene MC1R, pois 0 mesmo apresenta
forte associacdo com os diferentes padroes de pelagem em diversas ragas bovinas puras e
cruzadas, como a Guzerd (SANTANA et al., 2021), Nelore x Angus (HANNA et al., 2014),
Sahiwal (GOUD et al., 2021) Tharparkar (GOUD et al., 2019), Zhoushan (JIANG et al., 2021),
Angus (HE et al., 2022), Eringer, Evolener e Valdostana (HAUSER et al., 2022).
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Assim, objetivou-se identificar regides do genoma dos bovinos da raca Gir que
possivelmente estejam relacionadas com os diferentes padrdes de pelagem e realizar um
mapeamento fino no gene MC1R que explique os diferentes padrdes de pelagens da raga Gir.

Além disso, buscou-se entender os mecanismos de heranca da pelagem na raca.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 RACAGIR

A espécie bovina (Bos taurus) pertencente a classe Mammalia, da ordem Artiodactyla,
familia Bovidae. Apresentam duas subespécies, a Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, de
origem europeia e indiana, respectivamente.

A raca Gir, Bos taurus indicus, tem sua origem na floresta Gir, no estado de Gujarat,
india, sendo o0 nome da raca originario do nome da floresta. O local apresenta um ambiente
muito diversificado ao longo do ano, com temperaturas variando de 7° C a 45° C e umidade
variando de 20% a 80% (NDDB, 2017).

A introducdo de bovinos da raga Gir no Brasil ocorreu no inicio do século XX pelos
produtores Teodfilo Godoy e Wirmondes Borges, e posteriormente outras importacées foram
realizadas no decorrer do tempo. A raca Gir era utilizada para a producéo de carne, contudo
observaram-se nos diferentes lotes de importacdo alguns animais com potencial leiteiro, sendo
esses selecionados e assim caracterizando-se como uma raga de dupla aptiddo (PROCREARE,
2016).

Com o passar do tempo e a selecdo para producdo de leite, a raca Gir ganhou aptiddo
leiteira (ABCZ, 2022; PROCREARE, 2016). No ano de 2020, a raca Gir apresentava cerca de
807.790 animais registrados, com uma producdo média por lactacdo de 3.745,50 Kg, 4,43% de
gordura e 3,34% de proteina (ABCZ, 2022).

Devido a esse bidtipo leiteiro e alta adaptabilidade ao clima tropical, a raca Gir serve
como uma grande fornecedora de genética para a formacgéo da raca composta Girolando (Gir x
Holandesa), reconhecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Ressalta-
se ainda, que cerca de 80% da producdo de leite no Brasil € oriunda de animais cruzados
(ABCZ, 2022; GIROLANDO, 2022).

A selecdo genética traz ganhos cumulativos e permanentes, tendo influenciado
beneficamente a producéo de leite no Brasil. Dessa forma, deve-se buscar a sele¢do de animais
da raca Gir para que ocorra um ganho genético continuo. A raca estd sob avaliacdo genética,

sendo empregada avaliacdo gendmica e teste de progénie no Programa Nacional de
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Melhoramento do Gir Leiteiro — PNMGL, que foi implantado em 1985, com a colaboracgéo da
EMBRAPA, ABCZ e ABCGIL (PANETTO et al., 2022).

2.2 PADRAO RACIAL DE BOVINOS GIR RELACIONADOS A PIGMENTACAO

Para a Associacao Brasileira de Criadores de Zebu e a Associacao Brasileira de Criadores
de Gir Leiteiro, os animais da raca Gir devem apresentar pelos finos, curtos e sedosos. A pele
tem de ser preta ou escura, Ihe proporcionando tolerancia a incidéncia solar, solta, fina, flexivel,
macia e oleosa, a bolsa escrotal deve ser bem pigmentada e o Ubere e a regido inguinal
apresentar cor résea. Pode dispor de ligeira despigmentacédo nas partes sombreadas, entretanto,
nédo pode ter despigmentacdo excessiva e em placas em qualquer parte do corpo (ABCZ, 2020;
ABCGIL, 2022).

O focinho necessita ser preto, largo, tmido e com narinas dilatadas, ndo podendo
apresentar espelho nasal de cor clara, rosea, marmorizada ou avermelhada. Os olhos apresentam
formato eliptico, brilhantes e de pigmentacgdo escura, protegidos por rugas da palpebra superior
e cilios pretos, podendo dispor, mas ndo sendo o ideal, de cilios mesclados nos animais de
pelagens claras. Nao devem ter olhos na cor branca ou amarelo-cobre e cilios brancos ou
avermelhados (ABCZ, 2020; ABCGIL, 2022).

Os chifres tém que ser escuros, ndo podendo apresentar predominancia de cor branca,
simétricos, grossos na base, saindo para baixo e para tras, de se¢do eliptica se dirigindo para
cima e curvando para dentro. Os cascos devem ser pretos, ou com rajas ou manchas ligeiramente
claras em animais de pelagem clara, ndo sedo permitido excesso de rajados ou predominancia
da cor branca ou avermelhada (ABCZ, 2020; ABCGIL, 2022).

A raca Gir apresenta uma grande variedade de coloracao de pelagens. Ha relatos que cada
localidade da regifo de Gujarat na india tinha populacdes Gir com um tipo de pelagem e que
se acasalaram originando a raca Gir moderna, apresentando essa ampla variacdo de cores
(NDDB, 2017).

As pelagens devem ser vermelha, vermelha gargantilha, vermelha chitada, chitada de
vermelho, amarela, amarela gargantilha, amarela chitada, chitada de amarelo, chita clara,
rosilha clara ou moura de vermelho, moura clara e moura escura (Tabela 1). Pode ter
predominancia de pelos brancos e/ou cinza, desde que existam pintas e manchas, por menores
que sejam em cores tipicas (vermelho e amarelo). Ndo podem dispor de pelagens
uniformemente branca, cinza, preta, amarelo cobre, barrosa, araca ou qualquer outra tipica de
outras racas (Tabela 2) (ABCZ, 2020).
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Tabela 1 - Exemplos de animais e descri¢des das pelagens registraveis na raca Gir.

Amarela

Pelagem so6lida, podendo apresentar mancha isolada. A vassoura da

cauda deve ser preta ou mesclada ou com feixes brancos em menor

Fonte: F. Cairo. proporcéo e a pele do sabugo deve ser preta ou escura. Além disso,

Vermelha :
a parte interna das orelhas deve ser clara ou da cor da pelagem.

Fonte: E. Silva.
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Amarela Gargantilha

Fonte: J. Paulino.

Vermelha Gargantilha

Fonte: E. Silva.

Presenca de marcacOes brancas apenas na regido da
barbela. A vassoura da cauda deve ser preta ou mesclada
ou com feixes brancos em menor proporcéo, e apele do
sabugo deve ser preta ou escura. Além disso, a parte

interna das orelhas deve ser clara ou da cor da pelagem.
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Amarela Chitada

Fonte: F. Cairo.
Vermelha Chitada

Fonte: A. Vercesi.

Presenca de marcag6es brancas em qualquer parte do corpo, mas em
menor proporc¢ao do que a pelagem de fundo. A vassoura da cauda deve
ser preta ou mesclada ou com feixes brancos em menor proporcéo, e a
pele do sabugo deve ser preta ou escura. Além disso, a parte interna das

orelhas deve ser clara ou da cor da pelagem.
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Chitada de Amarela

Fonte: Moacir.
Chitada de Vermelho

Fonte: F. Cairo.

Presenca de marcacGes brancas em qualquer parte do corpo, sendo em
maior proporcao do que a pelagem de fundo. A vassoura da cauda pode
ser branca ou mesclada, e a pele do sabugo deve ser preta ou escura,
admite-se apenas pequenas manchas despigmentadas no sabugo, desde

que ndo apresente despigmentacéo de pele em outras pastes do corpo.
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Chita Clara

Fonte: F. Cairo

Predominancia de cor branca, contudo apresenta poucas marcacoes
pigmentadas pelo corpo. Além disso, a orelha dos animais nao pode ser
preta ou escura. A vassoura da cauda pode ser branca ou mesclada, e a
pele do sabugo deve ser preta ou escura, admitem-se pequenas manchas
despigmentadas no sabugo, desde que nao apresente despigmentacédo de

pele em outras partes do corpo.

Rosilha ou Moura de Vermelho

Fonte: M. Silva.

Predominéncia de cor branca ou cinza, com orelhas e cabeca total ou

parcialmente avermelhadas.
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Moura Clara

Fonte: M. Silva

Predominéancia de cor branca ou cinza, com orelhas e cabeca total ou

parcialmente preta.

Moura Escura

Fonte: J. Jacinto.

Pelagem de fundo branca, com predominéncia de cor escura e com

cabeca e as orelhas pretas.
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Tabela 2 - Exemplos de animais com pelagens e detalhes de pelo ndo-registraveis na raga Gir.

Uniformemente branca Uniformemente preta

Fonte: Lilian Jacinto. Fonte: Lilian Jacinto.

Cobre e mucosas alaranjadas Barrosa

Fonte: Lilian Jacinto. Fonte: José Costa.
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Fonte: Lilian Jacinto.

Vermelha gargantilha com vassoura da cauda completamente branca

l’ll l'

Fonte: Lilian Jacinto.
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A vassoura da cauda deve ser de preferéncia preta, ndo sendo permitida a coloragéo
avermelhada. Em animais que apresentem a pelagem chita clara, chitada de vermelho, chitada
de amarelo, moura de vermelho, moura clara e moura escura, é permitida que seja branca ou
mesclada, desde que a pele do sabugo seja preta ou escura ou com pequenas manchas de
despigmentacdo e que ndo apresentem reflexos em outras partes do corpo em animais de
pelagem clara. J& em animais de pelagem vermelha, vermelha chitada, vermelha gargantilha,
amarela, amarela chitada e amarela gargantilha, tolera-se que a vassoura da cauda possa ser
mesclada ou com feixes de fios brancos, desde que estejam em menor porcentagem e que nao
sejam completamente brancas (Tabela 2), e que a pele do sabugo seja preta ou escura (ABCZ,
2020).

2.3 RELACOESDAPIGMENTACAO DE BOVINOS E EFEITOS PLEIOTROPICOS

A pigmentacdo dos animais apresenta grande importancia em suas interacdes, podendo
estar relacionadas a diversos fatores, como a escolha de um parceiro para a reproducgéo
(LATTANZIO, 2022) ou predacdo (DENIS, 2007). Linderholm et al. (2013) propuseram que
devido a grande quantidade de genes envolvidos na coloracdo da pelagem e a baixa acdo de
efeitos pleiotrépicos negativos, o processo de domesticacdo acarretou huma grande variedade
de coloragdes, sendo que essas coloraces ndo seriam possiveis em um contexto selvagem. Essa
grande variedade de pelagens, relacionadas a coloragéo e estrutura do pelo, pode ser observada
em cdes (DENIS, 2007), suinos (FRANTZ et al., 2019), aves (ERIKSSON et al., 2008), equinos
(LUDWING et al., 2009; LUDWING et al., 2015), bovinos (BERTOLINI et al., 2020), ovinos
(KIJAS et al., 2012; ALBERTO et al., 2018) e caprinos (DALY et al., 2018).

Devido a isso, diversas associacOes de criadores, como a Associacdo Brasileira de
Criadores de Zebu (ABCZ) apresentam padrbes de pelagem definidos para caracterizacdo
racial. Em racas com diversas pelagens, produtores tém preferéncia por determinadas
coloragdes, como a predilecdo por animais de pelagem vermelha, em detrimento da amarela,
em bovinos da raca Gir no Brasil. Daly et al. (2018) relataram que em caprinos ocorreu uma
intensa selecdo para determinadas pelagens, pois rebanhos de diversos criadores eram mantidos
num mesmo local e uma das formas de separar os rebanhos era através da selecdo de pelagens
especificas para cada criador. Esse pode ser o motivo de que em cada regido de Gujarat na india
ter, incialmente, animais da raca Gir de pelagens diferentes (NDDB, 2017).

Bertolini et al. (2020), estudaram bovinos da raca Reggiana e identificaram assinaturas
de selecdo em genes relacionados a pelagem, como o KIT e o MC1R. Duarte et al. (2022)

relataram que criadores de bovinos da raga Canchim tem predilecéo pelas pelagens mais claras



25

e, devido a isso, sdo encontradas assinaturas de selecéo relacionadas a coloracdo dos animais,
estando envolvidos os genes PDPK1 e DCTN2. Para a raca Barrenda en Negro, nativa da
Espanha e ameacada de extincdo, podem ser utilizados marcadores genéticos para 0s genes
MCI1R, KIT e MITF como ferramentas de rastreamento para o controle de diversidade genética
e utilizados como mecanismos de conservacdo da raca (GONZALEZ-CANO et al., 2022).
Dessa forma, pode-se observar que caracteristicas de pelagem séo selecionadas por criadores
desde os primdrdios da domesticagdo ate atualmente.

Entretanto, deve-se tomar cuidado ao selecionar animais para determinadas coloragdes de
pelagem, pois essa caracteristica apresenta aspectos importantes como a influéncia na
termorregulacdo, principalmente para 0s animais nos tropicos. Segundo Silva et al. (2001), o
fendtipo ideal de bovinos para os tropicos € a coloracéo de sua pele negra, pois o coeficiente de
transmissdo de radiacdo UV € baixo, e os pelos brancos para que ocorra a reflexdo das luzes.
Dessa forma, com o advento da edicdo génica, Laible et al. (2021) consideraram que € possivel
realizar edicdo génica em genes relacionados a coloracdo da pelagem e criar animais mais
resistentes a mudancas climaticas. Entretanto, caso ndo seja possivel essa combinacdo de
epiderme e pelagem, deve-se optar por animais que tenham a epiderme preta,
independentemente da cor da pelagem (SILVA et al., 2001).

Maibam et al. (2018), quando estudaram os efeitos do estresse térmico devido a incidéncia
solar sobre a coloragdo da pele dos animais, indicaram que animais de pele mais clara
apresentaram maior acumulo de marcadores de estresse oxidativo do que animais de pele mais
escura e, que 0s animais zebuinos apresentaram uma maior expressdo dos genes MC1R e PMEL,
relacionados com a pigmentacédo da pele, do que o gado cruzado (Zebuino x Taurino).

Além da termorregulacdo, pelagens mais claras apresentam menor infestagdo e adesdo de
ectoparasitas como a mosca-dos-chifres (H. irritans), larvas de berne (D. hominis) e carrapato
(R. (Boophilus) microplus), que sdo responsaveis por grandes prejuizos a pecuaria (HORNER
et al., 1990; SAUERESSING, 1992; OLIVEIRA et al., 2013; CARDOSO et al., 2014). Lopez
— Herrera et al. (2014), estudaram dois grupos raciais (Brahman e 5/8 Simental x 3/8 Brahman)
e apresentaram uma correlagéo de 0,85 entre coloragédo da pelagem e infestacdo de carrapatos
da familia Ixodidade, e uma correlacdo de 0,93 entre coloracdo da pelagem e incidéncia de
larvas de mosca da familia Oestridae.

Leite et al. (2020), avaliaram as diferentes pelagens presentes na raca ovina Morada Nova
relacionando-as com a termorregulacdo, e obtiveram resultados em relagdo a modificacdo da
estrutura e & quantidade de pelos, e dos mecanismos de termorregulagdo, demonstrando a

plasticidade fenotipica da raca. Animais de pelagem branca tinham a pele despigmentada,
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devido a isso 0s animais apresentaram uma pelagem de alta densidade de pelos por cm?, pelos
mais longos e mais espessos, enquanto os animais de pelagem vermelha tinham a pele
pigmentada, pelagem menos densa, pelos mais curtos e menos espessos. Em relagdo aos
mecanismos de termorregulacdo, os animais de pelagem branca apresentaram maior troca
térmica através da evaporacdo cutdnea, a0 mesmo tempo 0s animais de pelagem vermelha
apresentaram maior troca térmica pela respiragéo.

Aralz et al. (2017), estudaram a influéncia da pelagem em caracteristicas produtivas e
fisioldgicas de bovinos cruzados (6/8 Pardo Suico e 2/8 Bos taurus indicus) criados em sistema
semi-intensivo, sem sombreamento, na época seca e chuvosa, na provincia de Chiriqui —
Panama, notaram maior temperatura retal e corporal, e maior frequéncia respiratoria e cardiaca
em vacas de pelame mais escuro. Além disso, vacas com a pelagem mais clara possuiam maior
producdo de leite quando submetidas a estresse térmico. Resultados similares foram
encontrados por Maia et al. (2005), que relataram que bovinos da raca Holandesa,
predominantemente brancos, criados em sistema Free Stall intensivo (sombreado, com
ventiladores e aspersores), no estado de S&o Paulo — Brasil, tiveram uma maior producédo de
leite.

Liu et al. (2019), avaliaram o gene ASIP, e encontraram uma retrotransposicdo do Line —
1 em novilhos da raca Simental. Animais com insercdo heterozig6tica da retrotransposicdo
tiveram o figado mais pesado, enquanto os animais com inser¢do homozigoética apresentaram
menor valor na relacdo do peso dos rins e gordura perirrenal com a area de olho de lombo e
espessura de toucinho, e percentual de gordura na cobertura da carcaca. Atrelado a isso, a
variacdo na coloracao da pelagem, preta e branca, em bufalos da agua também foi relacionada
a uma retrotransposigéo do Line — 1 inserida na sequéncia do gene ASIP (LIANG et al., 2020).

Ainda no trabalho de Liu et al. (2019) ao estudarem o gene ASIP, eles destacaram que
animais que apresentaram o geno6tipo AA no g. -568 nt tiveram maior peso vivo e maior pH da
carcaca do que animais com o genotipo GG. E também trouxeram que, animais com 0S
gendtipos AA e AT nag. -568 nt possuiram uma pontuacdo de marmoreio maior do que animais
com o gendtipo GG. Ja no g. 4805 nt 0s animais com o genotipo AT detiveram maior peso de
figado, maior peso de carcaca e melhor rendimento de carcaca quando comparados com
individuos TT. Os individuos AT ainda apresentaram espessura de toucinho mais densa e maior
taxa de cobertura de carcaga. Alem disso, foram identificados 3 haplétipos (H1: AT; H2: AA;
H3: GT) e que individuos que apresentaram o genotipo H1H2 tiveram maior peso vivo, peso
de carcaca e gordura perirrenal do que aqueles com a combinacédo de haplétipo H3H3. Animais

com o gen6tipo H1H2 possuiam maior espessura de toucinho e maior taxa de cobertura da
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carcaca do que animais 0s que apresentavam o genotipo H1H1 e H2H2. O valor de pH da
carcaca foi maior em individuos H1H2 do que em individuos H1H3 e H3H3, além disso
individuos H3H3 apresentaram uma menor pontuagdo de marmoreio do que H1H1, H1H2 e
H1H3. Também foi encontrado que animais H1H2 tiveram menor teor de acido linoleico no
longissimus dorsi do que animais HIH3. Um menor teor de a-acido linolénico foi observado
em novilhos H1H2 do que em novilhos H2H2.

Xie et al. (2022), observaram que ao nocautear o gene ASIP presente em células epiteliais
mamarias com a tecnologia CRISPR/Cas9 causando uma delecdo de 47 pb préxima ao sitio
PAM acarretou num aumento significativo de triglicerideos intracelular e o teor de colesterol
ndo apresentou diferenca significativa. Além disso, notou-se que ocorreu uma modificacdo no
perfil de &cidos graxos. Dessa forma, investigaram possiveis interacfes do gene ASIP com
genes relacionados ao metabolismo de &cidos graxos e obtiveram que os genes PPARy, FASN
e SCD tiveram uma reducdo significativa de expressdo génica enquanto que os genes FABP4,
ELOVLG6, ACSL1, HACD4 tiveram um aumento na expressdo génica, podendo esse fato explicar
0 aumento da sintese de &cidos graxos de cadeia media a longa.

Wolfger et al. (2016), avaliaram o habito alimentar e a produtividade em bovinos da raca
Angus com as pelagens preta e vermelha, e obtiveram que animais de pelagem vermelha tem
um menor consumo de matéria seca, melhor taxa de alimentagcao, menor tempo de cocho, menor
tempo de cocho/dia e menor numero de refei¢cGes por dia, sendo esses parametros refletidos
numa melhor conversdo alimentar. Animais Angus de pelagem preta tiveram apenas maior
espessura de gordura. Além disso, notou-se que a carne dos animais de pelagem vermelha era
mais magra (>59% de carne magra), se enquadrando na categoria 1 do padréo de qualidade de
carne canadense.

Bertipaglia et al. (2005), utilizaram os mesmos animais do estudo de Maia et al. (2005),
relataram que os bovinos com maior proporcdo de pelos pretos tinham melhor desempenho para
namero de servigos por concep¢do. Contudo, esses resultados podem ter sido obtidos por que
0s animais eram criados em um local sombreado, com ventiladores e aspersores. Essa relacdo
entre animais com maior propor¢do de pelagem escura e melhor desempenho reprodutivo
também foi encontrado nos bovinos das racas Montbéliarde e Normande que apresentaram
menor intervalo de partos e menor nimero de servi¢os por concepcdo, respectivamente
(LAMARI et al., 2021).

Para fémeas da raca Belgian Blue, Charlier et al. (1996), obtiveram como resultado que

0 gene KITLG é responsavel pela diluicdo da coloracdo da pelagem e, quando é expresso em
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homozigose recessiva, tem o efeito pleiotropico conhecido como a doenca da novilha branca,
interferindo na formagao dos ductos de Mller e afetando as caracteristicas reprodutivas.

Na raga Simental, Philipp et al. (2011), relataram que o gene MITF €é o responsavel por
causar o fenotipo de pelagem completamente branca, com areas do corpo despigmentadas
(focinho, pélpebras e regido perineal), com olhos azuis e reflexdo albindtica tipica quando
expostos a luz, além disso, 0s animais apresentaram surdez bilateral, podendo afetar préaticas de
manejo adotadas. A causa desse efeito pleiotrépico negativo em érgdos do sentido pode ser
devido a origem de formacdo, pois as células pigmentares e o sistema nervoso central sdo
oriundos da ectoderme durante o desenvolvimento embrionario (GILBERT, 2010).

Os bovinos da raca Hereford que apresentam a palpebra despigmentada tendem a
manifestar em alguma fase da sua vida carcinoma ocular de células escamosas (“cancer ocular”)
e ceratoconjuntivite infecciosa (“olho rosa”), devido a auséncia de protecéo contra radiagédo UV
nessas areas, trazendo grandes prejuizos a pecuaria. Para contornar esse problema, deve-se
realizar cruzamentos direcionados para animais apresentem pigmentagdo palpebral
(ANDERSON, 1991; SNOWDER et al., 2005). Além disso, as pelagens claras acompanhadas
de despigmentacdo, podem apresentar problemas dermatoldgicos causados pelo acimulo de

reagentes fotodindmicos na pele e acdo solar intensa sobre a area (THOMSETT, 2004).

24 GENES RELACIONADOS A PELAGEM BOVINA

O desenvolvimento de células e proteinas relacionadas a pigmentos € de fundamental
importancia para determinacdo da cor dos animais. Sdo reconhecidos 688 genes relacionados
ao desenvolvimento de pigmentos em diversas espécies (BAXTER et al., 2023), apresentando-
se assim, como uma caracteristica poligénica.

Apesar da grande quantidade de genes envolvidos nas diferentes coloracdes das espécies,
pode-se observar que alguns genes apresentam grande importancia para algumas espécies e para
outras ndo. Assim, pode-se observar na Tabela 3 alguns genes representativos para a
determinacéo da pelagem e pigmentagéo de bovinos.
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Tabela 3 - Genes relacionados a pigmentacao da pele e pelagem em bovinos.

Gene (Cromossomo) Fenotipo Referéncias

OCA2 (2), COPA (3), MLPH (3), HGF (4), CACNA2D1 (4), LEMD3
(5), WIF1 (5), TBC1D30 (5), PMEL (5), ADAMTS3 (6), KIT (6),
Cor da pelagem e
PDGFRA (6), KDR (6), FRAS1 (6), ADGRV1 (7), TYRP1 (8), EDN3 3
marcagdes brancas
(13), TRPAL1 (14), BDNF (15), FANCA (18), MC1R (18), RANBP17
(20), FGF18 (20), MITF (22), GRM7 (22), ETS1 (29) e TYR (29).

Klungland et al., 1995; Charlier et al., 1996;
Gutierrez-Gil et al., 2007; Philipp et al., 2011,
Hanna et al., 2014; Dorshort et al., 2015; Li et al.,
2016; Dikmen et al., 2017; Bovo et al., 2021; Jiang
et al., 2021; Santana et al. 2021; Illa et al., 2021

FCRL1 (3), FCRL3 (3), CD5L (3), MCLR (18) e ADAMTS16 (20).
MCMS (2), PAX3 (2), KITLG (5), ERBB3 (5), PMEL (5), LEFL1 (6),
DKK2 (6), KIT (6), TYRP1 (8), MLANA (8) SLC24A5 (10), CRIM1
(11), DCT (12), ATRN (13), GSDMC (14), MC1R (18), MITF (22),
NBEAL2 (22), TYR (29), GPR143 (X) e UGT1A1 (X).

Cor do focinho Bovo et al., 2021

Cor da area dos

Pausch et al., 2012; llla et al., 2021; Jara et al., 2022
olhos
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Portanto, devido a grande quantidade de genes envolvidos na cor da pelagem dos animais,
Hanna et al. (2014) realizaram um GWAS para a caracteristica de pelagem e analise de
polimorfismos no gene MC1R para avaliarem a intensidade da cor vermelha em bovinos
cruzados Nelore x Angus. Nesse estudo eles obtiveram dois SNPs de codificacdo Bos taurus
indicus no gene MC1R (c.583 C>T e c. 663 T>C) com ligacdo completa com o alelo E* (c.296
C>T) de Bos taurus indicus, sendo assim detectados os haplétipos (CCT/TTC). A partir disso,
foi identificado que o alelo E* do gene MC1R, derivado de Bos taurus indicus, ndo contribui
com a variacdo do grau de preto em animais que apresentavam o gendtipo heterozigoto EPE*,
tornando assim improvavel que uma variante no gene MC1R ocasione os graus de vermelhid&do
nos animais utilizados no estudo. Além disso, também foi identificada uma forte associagdo no
cromossomo 6, sendo o gene PDGFRA, o principal candidato por ocasionar os diferentes graus
de vermelhiddo em bovinos cruzados Nelore x Angus.

O gene MC1R é um dos principais genes estudados para a caracteristica de coloragcdo nos
animais. Esse gene € responsavel pela producdo de uma proteina transmembrana que fica
localizada nos melandcitos. Quando em homozigose dominante (EE) é ativada pelo Horménio
Melanotrofico (a-MSH) produzindo eumelanina (pigmentos preto e marrom). Entretanto,
guando o gene MCI1R sofre mutacdo, tornando-se heterozigoto (Ee), ocorre ligacdo com a
molécula de sinalizacdo produzida pelo gene ASIP, apresentando a producdo de feomelanina
(pigmentos vermelho e amarelo) (HEARING et al., 1991; CHEN et al., 2017; NEVES, 2017).
Lu et al. (1994), relataram que a proteina agouti (ASIP) age de forma antagonista ao a-MSH,
no qual a acdo génica do ASIP, responsavel pela producéo da proteina agouti, regula a producao
da sintese de eumelanina competindo pelo mesmo sitio ligagao.

Dessa forma, Klungland et al. (1995) ao estudarem racas bovinas de origem norueguesa
e islandesa obtiveram que os animais apresentavam os gendtipos EP/ EP, EP/ E*, EP/e, E*/ EY,
E*/e e ele. Atrelado a isso, 0s autores sugeriram gue 0s animais gue tiveram a presenca de ao
menos um alelo EP, cause a inibic&o na expressdo do locus A (ASIP), apresentando fen6tipo de
pelagem preta. Por outro lado, os animais que nio apresentavam o alelo EP, expressavam o
locus A e poderiam ter a pelagem variando entre preta, marrom e vermelha, sendo conhecida
como a pelagem selvagem. Ja em outros estudos realizados por Rouzaud et al. (2000),
Kriegesmann et al. (2001), Graphodatskaya et al. (2002) e Guastella et al. (2011) com racas de
origem europeia, eles encontraram SNPs nas posicdes ¢.296 C>T (E*), ¢.296 T>C (EP), ¢.310
G>del (e), ¢.410 C>T, uma duplicacdo de 12 pb comecando na c.651pb (E%), c.667 C>T
(E%Y/E2), ¢.667 T>C (E®), uma duplicacdo de 12 pb comegando na ¢.669 pb (E') e ¢.890 T>C
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(e", sendo que esses SNPs acarretam em algumas modificacbes no quadro de leitura dos
aminoacidos (tabela 4).

Mohanty et al. (2008) e Matsumoto et al. (2020) estudando polimorfismos no gene MC1R
em bovinos de origem asiética, obtiveram ¢.296 C>T (E*), ¢.296 T>C (EP), ¢.310 G>del (e) e
c. 871 G>A como os principais polimorfismos responsaveis pela variacdo na coloracdo da
pelagem das racas estudadas.

Goud et al. (2021), ao compararem as ragas Sahiwal, que apresenta a pelagem vermelha,
e Karan Fries, que apresenta a pelagem malhada preta e branca, obtiveram que a possivel razéo
para a diferenca entre as duas pelagens seja um SNPs no gene MC1R (c.884 C>A), que ocasiona
uma alteracdo de aminoacido (p.281 T>N). Ja para a raca Tharparkar, que apresenta a pelagem
branca, Goud et al. (2019), ao analisarem o gene MC1R e comparar com a raga Karan Fries,
foram encontrados oito SNPs, ¢. 296 T>C (EP), c. 583 T>C, c. 663 C>T, ¢. 830 T>C, c. 853
G>A, ¢. 880 G>A, c. 906 C>G e c. 927 C>T, e seis alteracdes de aminoacidos p.L99P, p.F195L,
p.F277S, p.A285T, p.D293N e p.R302T.

Jiang et al. (2021), ao estudarem a origem de ragas bovinas chinesas, relataram que o
MCL1R € o gene responsavel por causar a coloracdo preta nos bovinos da raca Zhoushan, e que
o haplétipo MC1R presente na raca é derivado de Bos taurus taurus apesar do genoma do
Zhoushan ser de Bos taurus indicus. Além disso, identificaram uma mutacdo missense ¢.583
T>C causando uma alteracdo de aminodacidos p.F195L, e uma mutacao sindnima c.663 C>T no
gene MC1R quando comparando individuos pretos das racas Zhoushan e Angus. Para Santana
et al. (2021), ao analisarem o gene MC1R em animais da raca Guzerd com a pelagem cinza e
um de pelagem vermelha, filho de animais cinza, obtiveram como resultado que uma exclusdo
c. 311 T>del do gene ocasionou um stop cédon, sendo esse fator o responsavel por causar a
pelagem vermelha na raca Guzera.

Hauser et al. (2022), estudando a variacdo das pelagens nas ragas bovinas Eringer,
Evolener e Valdostana encontraram dois novos polimorfismos no gene MC1R como provaveis
responsaveis por ocasionar a variacdo da pelagem selvagem para a pelagem vermelha, sendo o
primeiro uma mutagdo nonsense no c.424 C>T (e'!) e o segundo uma mutagio missense no
€.263 G>A (e"?), apresentando duas alteracdes de aminoécidos p. Arg142Cis e p. Ser88Asn,
respectivamente. Na raca Angus, uma mutacdo missense ¢.296 T>C (EP) e uma mutacio
frameshift ¢.310 G>- (e) no gene MC1R séo responsaveis por ocasionar a pelagem vermelha na
raca. Alem disso, identificou-se também possivel influéncia do gene FANCA na pelagem dos
animais (HE et al., 2022).
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Tabela 4 - Polimorfismos ja relatados para o gene MC1R.

ALELO FENOTIPO SNP AMINOACIDO REFERENCIA
ev? Vermelha recessiva €.263 G>A p.S88N Hauser et al., 2022
ED Preta dominante c.296 T>C pL99P Klungland et al., 1995; Rouzaud et al., 2000;

Graphodatskaya et al., 2002; Mohanty et al., 2008;
E+ Preta a vermelha c.296 C>T p.Po9L Guastella et al., 2011; Hanna et al., 2014; Goud et al.,
2019; Matsumoto et al., 2020; He et al., 2022
Klungland et al., 1995; Rouzaud et al., 2000;
Kriegesmann et al., 2001; Graphodatskaya et al., 2002;

e Vermelha recessiva c.310 G>del p.G104Vfs*53
Mohanty et al., 2008; Guastella et al., 2011; Matsumoto
et al., 2020; Santana et al., 2021; He et al., 2022
c. 410 C>T - Kriegesmann et al., 2001
eVt Vermelha recessiva c.424 C>T p.R142C Hauser et al., 2022
c.583 T>C p.F195L Hanna et al., 2014; Goud et al., 2019; Jiang et al., 2021
Duplicacao de 12 pb Duplicacao de
Ed2 o Graphodatskaya et al., 2002; Hauser et al., 2022
comecando na 651pb  aminoéacidos 220 a 223
€.663 C>T - Hanna et al., 2014; Goud et al., 2019; Jiang et al., 2021
Ed1/E2 c.667 C>T p.R223W Graphodatskaya et al., 2002; Guastella et al., 2011;
Eds c. 667 T>C p.W223R Hauser et al., 2022
- Duplicacao de 12 pb Duplicacéo de Rouzaud et al., 2000; Kriegesmann et al., 2001;

comecando na 670pb  aminoacidos 224 a 227 Guastella et al., 2011
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c.830 T>C p.F277S Goud et al., 2019
c. 844 C>A p.T281N Goud et al., 2021
c.853 G>A p.A285T Goud et al., 2019
c. 871 G>A p.A291T Matsumoto et al., 2020
c.880 G>A p.D293N Goud et al., 2019

ef c.890 T>C p.1297T Graphodatskaya et al., 2002
€.906 C>G p.R302S Goud et al., 2019

c.927 C>T

Goud et al., 2019
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Interacbes génicas com o gene MCI1R tambem sdo conhecidas. Schmutz et al. (2012)
relataram uma delecdo de 3pb localizado na c. 50_52delTTC (p.Leu88del) do gene PMEL e
que as seis pelagens apresentadas na raga Highland sdo ocasionadas por uma interacdo néo
epistatica entre os genes MC1R e PMEL. Laible et al. (2021) realizaram edi¢do génica no gene
PMEL utilizando como base a delecdo relatada por Schmutz et al. (2012) e obtiveram animais
da raca Holandesa com a pelagem de coloragdo cinza claro. Gutierrez-Gil et al. (2007),
estudando uma populagdo composta por um retrocruzamento F2 (Charolés X Holandés),
obtiveram que uma mutacgédo ndo sinébnima no gene PMEL, ¢.64 A>G, é um dos responsaveis
por ocasionar a diluicdo na pelagem desses animais. Além disso, foram observados efeitos
significativos no cromossomo 28, podendo estar relacionados ao gene LYST.

Os animais da raca Holandesa sdo notavelmente reconhecidos por suas malhas pretas ou
vermelhas na pelagem, sendo a pelagem preta dominante e a vermelha recessiva. Contudo, em
alguns animais ocorre um feno6tipo denominado “vermelho dominante”, sendo este fenotipo
causado por uma mutacdo no gene COPA c.478 C>T (p.Argl60Cis). Essa mutacdo acarreta
numa mudanca da eumelanina para feomelanina, semelhante ao que é visto em animais
“vermelho recessivo” devido a uma perda de fungdo no gene MC1R. Além disso, o gene KIT é
superexpresso em animais que apresentam a pelagem vermelha dominante, enquanto que os
genes TYRP1, TYR e OCA2 sédo superexpressos em animais de pelagem preta (DORSHORT et
al., 2015).

Chhotaray et al. (2021) relatam que na raca sintética VVrindavani, os genes BDNF, FGF18,
CACNA2D1 e HGF, juntamente com o gene KIT, estdo envolvidos nas vias de sinalizacao
MAPK e PI3K-Akt, e por fim afetando a coloragédo da pelagem dos animais dessa raga.

Dikmen et al. (2017), ao estudarem provaveis genes responsaveis por causar o fenétipo
da pelagem ‘“azul” em bovinos da raga Holandesa, obtiveram que possivelmente o gene
responsavel por essa coloracdo de pelagem dos animais é o melanofilina (MLPH). Caso que
também ocorreu no estudo de Li et al. (2016), o qual apresentaram que mutacdes no gene MLPH
estdo associados a pelagem de bovinos Belgian Blue.

Bovo et al. (2021), identificaram SNPs e haplotipos para caracteristicas pigmentares em
bovinos da raca Reggiana. Os genes associados a intensidade de vermelho foram EDNS3,
LEMD3, WIF1, TBC1D30, PMEL, ADGRV1 e TRPAL. Ja os associados ao surgimento de
marcagOes brancas eram o KIT, ADAMTS3, FRAS1, RANBP17, GRM7 e ETS1. Além disso,
eles também identificaram os SNP’s e haplotipos relacionados as diferentes pigmentacdes do
focinho dos animais (rosa, cinza e preto), sendo eles 0 MC1R, ADAMTS16, FCRL1, FCRL3 e
CD5L.
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Ja para Pausch et al. (2012), ao realizar uma analise de Associacdo Genémica Ampla
(GWAS) para identificar possiveis genes responsaveis pela pigmentacdo da &rea dos olhos de
bovinos da raga Simmental obtiveram SNP’s significativos nos genes MCM6, PAX3, KITLG,
ERBB3, DKK2, LEF1, KIT, CRIM1, ATRN, GSDMC, MITF e NBEALZ2. Illa et al. (2021),
também identificaram que no gado Sahiwal o gene LEF1 é responsavel pela pigmentacao na
area dos olhos e que os genes PDGRAF, KIT e KDR sdo os candidatos para o padrdo de
coloragéo da pelagem da raga.

Jara et al. (2022), encontraram 4.937 LncRNAs que possivelmente possam interferir na
expressao de genes relacionados com a pigmentacao palpebral de bovinos da raca Hereford. Os
possiveis genes relacionados a pigmentacao que podem estar sofrendo regulacdo de LncRNAs
sdo 0 GPR143, UGT1A1, MC1R, PMEL, MLANA e PAX3. Além dessas provaveis interacdes
entre 0s genes e 0s LncRNAs, também encontraram os genes TYR, TYRP1, KIT, DCT e
SLC24A5, como possiveis candidatos a pigmentacdo palpebral na raca Hereford.

Dentre os genes citados acima, 0 gene PAX3 possui durante a organogénese um papel
importantissimo, sendo um grande codificador de proteinas de transcri¢do. Quando ocorre
mutacdo desse gene ha deficiéncias na crista neural, associando-se a ele problemas pigmentares,
auditivos e cardiacos, como a Sindrome de Waardenburg em humanos e doencas cardiacas
congénitas em camundongos (NELMS et al., 2011; MANDERFIELD et al., 2014). Também,
participa diretamente ao fator de transcri¢do associada a expressao do gene da microfitalmia
(MITF), que é responsavel por muitos produtos que participam da biossintese de melanina
durante a melanogénese (THOMAS et al., 2008). Ja o gene KIT € responsavel por codificar
proteinas tirosina quinase do receptor tipo Ill, sendo de fundamental importancia para
melanogénese, gametogénese, hematopoese e desenvolvimento e funcdo de mastécitos
(ROSBOSKI, 2005).

3.  MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS, FENOTIPOS E GENOTIPOS

No experimento foram utilizados dois diferentes grupos de animais: um contendo 574
animais da raca Gir, e outro contendo 47 bovinos da raca Gir. No grupo com 574 animais, foi
realizada uma associacdo genémica ampla (GWAS). O pedigree era composto por 1651
animais, contabilizando trés geracGes. Os animais possuiam fendtipos de pelagem com a
seguinte distribuicdo: amarela (1), amarela chitada (2), chitada de amarela (1), vermelha (55),
vermelha gargantilha (43), vermelha chitada (228), chitada de vermelha (153), chita clara (59),

moura clara (28), moura de vermelha (1) e moura escura (3). Os fenétipos de pelagem dos
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animais genotipados e demais animais do pedigree sao conferidos no momento do registro pelos
técnicos da  ABCZ, podendo ser consultados  posteriormente no  site
(https://www.abcz.org.br/produtos-e-servicos/consulta-publica-de-animais) atraveés do nimero

de registro de cada animal.

Os animais foram genotipados com chip comercial da Zoetis de baixa densidade,contendo
29.842 SNPs. O controle de qualidade e limpeza dos gendtipos foi realizado considerando os
SNPs localizados apenas em cromossomos autossomicos, do 1 ao 29, com call rate menor que
0,90 para SNPs e animais, com frequéncia do alelo menor (MAF) menor que 0,05, retirada de
SNPs monomadrficos e para conflitos mendelianos e equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE),
totalizando um numero efetivo de SNPs de 15.447 e 574 animais. Os gendtipos dos animais séo
provenientes de parceria com a Unesp-Botucatu/SP.

No grupo contendo 47 bovinos da raca Gir, as amostras foram obtidas através de contato
direto com produtores de diversas regides do Brasil. Para esse grupo, havia representantes em
todas as pelagens aceitas para o registro na raca, sendo: 6 vermelha, 1 vermelha gargantilha, 7
vermelha chitada, 8 chitada de vermelho, 4 amarela, 1 amarela gargantilha, 2 amarela chitada,
4 chitada de amarelo, 2 chita clara, 5 moura clara, 2 moura escura e 4 moura de vermelho.
Havia, além disso, 1 animal com pelagem barrosa (despigmentada) que nédo recebe registro. A
utilizagdo dos animais no projeto foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Federal da Bahia,

registrada com o numero 29/2021.

3.2 ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA (GWAS)
As analises de associacdo genémica ampla (GWAS) foram feitas seguindo os cenarios
descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Cenarios utilizados para a realizacdo das analises de GWAS.

Cenarios Fenotipos

1* (vermelha), 2* (amarela), 3* (vermelha gargantilha), 4* (vermelha chitada), 5*
Cenariol  (amarela chitada), 6* (chitada de vermelha), 7* (chitada de amarelo), 8* (moura

clara), 9* (moura escura), 10* (chita clara), 11* (moura de vermelho)

1* (Vermelha + Amarela), 2* (Vermelha Gargantilha), 3* (Vermelha Chitada +
Amarela Chitada) e 4* (Chitada de Vermelha + Chitada de Amarela)

Cenario 2

Cenério 3 1* (Vermelha) e 2* (Vermelha Gargantilha)

Cenério 4 1* (Vermelha) e 2* (Vermelha Chitada)
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Cenério 5 1* (Vermelha) e 2* (Chitada de Vermelha)
Cenério 6 1* (Vermelha) e 2* (Chita Clara)
Cenario 7 1* (Vermelha Chitada) e 2* (Chitada de Vermelha)

. 1* (Vermelha + Vermelha Gargantilha + Vermelha Chitada + Chitada de
Cenario 8 Vermelha) e 2* (Amarela + Amarela Chitada + Chitada de Amarela)
Cenario 9 1* (Vermelha) + 2* (Moura Clara + Moura de Vermelha + Moura Escura)

*Numeracdo utilizada na abreviagdo dos fenotipos para utilizagao nas analises de GWAS.

O programa GIBBSF90+ (MISZTAL et al., 2022) foi utilizado para a obtencdo dos
componentes de variancia e valores genémicos, aplicando-se um modelo de limiar
unicaracteristica e considerando o efeito aleatorio aditivo direto e residual. As analises GWAS
foram realizadas aplicando um procedimento de single-step, descrito por Wang et al. (2012).

O modelo geral pode ser descrito na forma matricial como:

y=Xp+Za+e

onde y é o vetor das observagdes da caracteristica cor da pelagem; a é o vetor com o efeito
genético aditivo de animal, assumindo-se a ~ N (0, H o3?), onde H é a matriz que combina as
matrizes de relacionamento baseada no pedigree e a matriz de relacionamento gendmico e o,?
a variancia genética aditiva; e é o vetor dos efeitos residuais, assumindo-se e ~ N (0, lge?), onde
| é uma matriz identidade e e € a variancia dos efeitos residuais; X é a matriz de incidéncia
que associa cada observacdo a média; p é uma alocacdo parametro de uma distribuicdo
condicional y | B. Como informagao prévia para 3, foi considerada uma distribui¢do uniforme.
Z é a matriz de incidéncia que associa cada observacao ao respectivo efeito aleatorio.

Gréficos do tipo Manhattan contendo a variancia explicada pelas janelas formadas por 5
mbp adjacentes foram utilizados na identificagdo das regides cromossdmicas de maior efeito
sobre as caracteristicas. Foram utilizadas as regides que explicavam mais que 10% da variancia
genética aditiva para identificacdo dos genes presentes nas janelas de maior efeito. A busca
pelos genes candidatos foi realizada por intermedio do banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information), sendo feita a filtragem por espécie, cromossomo e

posicdo da janela.
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3.3 EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE

MCI1R

No Laboratério Multifuncional da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia, foram realizadas as extracdes do DNA genémico total dos
animais a partir de foliculos pilosos das amostras de pelos, utilizando o kit de extracdo de DNA
Nucleo Spin® Tissal, obedecendo aos protocolos dispostos no manual de extracdo do Kkit.
Posteriormente, foram feitas as quantificagdes dos DNA’s extraidos utilizando o NanoDrop™
para observar a qualidade dos materiais, sendo obtidas a concentracdo e a proporcao
DNA/proteina, devendo essa ser entre 1,8 a 2. Prontamente, foram realizadas as dilui¢bes das
amostras para uma concentracao a 100ug em volume de 50pul. Apds a diluicéo, foram realizadas
PCR’s utilizando os primers do gene MC1R com 1085pb como descritos por Goud et al. (2019),
sendo eles, o Primer Forward 5’-GGACCCTGAGAGAGCAAGCAC-3’, e Primer Reverse:
5’-CTCACCTTCAGGGATGGTCTA-3’. Para a amplificacdo, utilizou-se um termociclador
sob as seguintes condic6es: 94°C por 5 minutos para a desnaturacéo inicial, seguido de 35 ciclos
de 94°C durante 30 segundos, 57,8°C a temperatura de anelamento durante 30 segundos, 72°C
para a extensao durante 1 minuto e 30 segundos e a extensao final durante 1 ciclo de 10 minutos
a 72°C. Em seguida, os produtos das PCR’s foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, para verificar a amplificagdo da regido escolhida. Posteriormente, os amplicons foram
purificados com PEG a 20%, quantificados e sequenciados para ambos os primers. As
sequéncias obtidas foram editadas utilizando o software BioEdit v.7.0.9.0 (HALL, 1999) e
alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW Multiple alignment implementado no BioEdit
(HALL, 1999; THOMPSON et al., 2002).

4.  RESULTADOS
41 GWAS

Atraveés de analises de Associacdo Gendémica Ampla foram obtidos gréaficos Manhattan
Plot (Figura Suplementar 1 a 9) com poucos picos em cada cenario estudado. Isso indica que a
caracteristica tende a ser controlada por poucas regides gendmicas. Posteriormente, as janelas
cromossdmicas associadas aos diferentes cenarios foram identificadas (Tabela 6). Além das
regides genémicas, foram listados possiveis genes candidatos (Tabela 7) presentes nas regides

associadas.
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Tabela 6 — Resultados da Analise de Associacdo Gendmica Ampla para os diferentes cenarios

propostos no estudo.

Janelas cromossdmicas

Cenarios S ] ] Variancia (%)
(Cromossomo: posicéo inicial - posicéo final em pb)

Cenario 1 26:12.936.855 — 17.915.874 84,76
Cenério 2 6: 49.094.600 — 54.062.980 42,77
9:67.996.881 — 72.973.276 26,65
Cenério 3 6: 65.992.280 — 70.978.405 24,35
9:67.996.881 — 72.973.276 12,04
16: 23.927.113 — 28.848.328 11,83
Cenério 4 9: 83.623.242 — 88.540.232 20,26
10: 89.817.652 — 94.772.442 18,15
Cenério 5 21: 31.293.656 — 36.223.639 26,39
Cenério 6 6: 84.847.352 — 89.736.709 32,17
6: 65.992.280 — 70.978.405 29,72
10: 2.549.276 — 7.546.126 15,70
Cenério 7 2:76.753.025 - 81.526.017 16,45
18: 27.873.728 — 32.815.939 11,25
Cenério 8 3:109.252.433 - 114.137.251 22,06
8: 23.491.565 — 28.454.786 18,79
Cenério 9 6: 96.162.959 — 101.156.203 20,53
10: 971.203 — 5.890.965 19,73
18: 16.348.664 — 21.337.120 17,97
6: 65.992.280 — 70.978.405 15,29

No cenario 1 (todas as pelagens), foi encontrada uma regido genémica associada ao
BTA26 que explica 84,76% da variancia genética aditiva da caracteristica (Tabela 6). Outros
cenarios (Cenérios 2 a 9) foram realizados a fim de tentar captar o efeito de regides que
estivessem associadas a pelagens de fundo, aparecimento e distribuicdo de manchas.

Ao detalhar mais alguns cenarios, percebeu-se uma forte influéncia do BTAG6 sobre o
fenotipo da pelagem em quatro regibes presentes nos cenarios 2, 3, 6 e 9 (Tabela 6). Essas
regides podem estar intimamente ligadas aos diferentes fenotipos de marcacBes branca e

pelagem de fundo nos animais. O BTA10 também apresentou grande relevancia em diferentes
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cenarios, tendo diversas janelas com alta variancia aditiva. Foram obtidas duas diferentes

regides do BTA10 em diferentes trés cenarios também afetando pelagem de fundo e marcacgdes

brancas.

Nos diferentes cenarios foram encontrados ainda regides presentes nos BTA9 (duas
regides) e uma regido nos BTA3, BTA8, BTA18, BTA21 e BTA2 (Tabela 6). Apos anélise das
janelas obtidas no GWAS foram listados possiveis genes candidatos. Para os cenarios
idealizados no estudo, o C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 e C9 foram listados 3, 10, 14, 7, 3, 10,

4, 8 e 7 genes candidatos, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 — Identificacdo dos genes candidatos presentes nas janelas de maiores efeitos

relacionados aos fenétipos de pelagem na raga Gir, organizados de forma crescente, tendo como

base o cromossomo o qual o gene esta localizado.

Gene Posi¢cd0 N0 Cromossomo Janela genémica Cenario
MYO1B BTAZ2: 79795530 - 79994786 2:76.753.025 — 81.526.017 C7
STAT1 BTA2: 79516312 - 79560240 2:76.753.025 — 81.526.017 C7
AGO1 BTAS3: 109875883 - 109914109  3: 109.252.433 — 114.137.251 C8

GJB3 BTA3: 110900180 - 110905849  3: 109.252.433 — 114.137.251 C8

GJB4 BTA3: 110927018 - 110930974  3:109.252.433 — 114.137.251 C8
KCNJ13 BTA3: 112513605 - 112526968  3: 109.252.433 — 114.137.251 C8

TFAP2E BTA3: 110179027 - 110194884  3:109.252.433 — 114.137.251 C8
CORIN BTAG6: 66273885 - 66582732 6: 65.992.280 — 70.978.405 C3,C6eC9
KIT BTAG6: 70166681 - 70254049 6: 65.992.280 — 70.978.405 C3,C6eC9
KDR BTAG6: 70567551 - 70612680 6: 65.992.280 — 70.978.405 C3,C6eC9
PDGFRA BTAG6: 69723778 - 69771549 6: 65.992.280 — 70.978.405 C3,C6eC9

ADAMTS3 BTAG6: 87425830 - 87706149 6: 84.847.352 — 89.736.709 C6

ALB BTAG6: 88484961 - 88503330 6: 84.847.352 — 89.736.709 C6

AREG BTAG6: 89379645 - 89391802 6: 84.847.352 — 89.736.709 C6

GC BTAG6: 86955729 - 87007189 6: 84.847.352 — 89.736.709 C6
RASSF6 BTAG6: 88620412 - 88695809 6: 84.847.352 — 89.736.709 C6
CDsS1 BTAG6: 99411761 - 99491693 6: 96.162.959 — 101.156.203 C9
MAPK10 BTAG6: 100904659 - 101530092  6: 96.162.959 — 101.156.203 C9

BNC2 BTAS8: 27468445 - 27953748 8: 23.491.565 — 28.454.786 C8
CNTLN BTAS8: 26893661 - 27246531 8: 23.491.565 — 28.454.786 C8

RPS6 BTAS8: 24916124 - 24920700 8: 23.491.565 — 28.454.786 C8

CCN2 BTA9: 69887199 - 69890434 9:67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
ENPP1 BTA9: 69748258 - 69821537 9:67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
MED23 BTA9: 69540273 - 69583947 9: 67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAAR1 BTA9: 70806765 - 70827654 9:67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAAR2 BTA9: 70784406 - 70785326 9: 67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAARS5 BTA9: 70753522 - 70754535 9:67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAAR6 BTA9: 70511266 - 70512303 9: 67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAARS BTA9: 70490906 - 70491946 9:67.996.881 — 72.973.276 C2eC3
TAAR9 BTA9: 70475309 - 70476355 9: 67.996.881 — 72.973.276 C2eC3

AKAP12 BTA9: 88290632 - 88403433 9: 83.623.242 — 88.540.232 C4
GRM1 BTA9: 83287324 - 83715752 9: 83.623.242 — 88.540.232 C4
LATS1 BTA9: 86860562 - 86897588 9: 83.623.242 — 88.540.232 C4
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RAB32 BTA9: 83832336 - 83864091 9: 83.623.242 — 88.540.232 C4
SASH1 BTA9: 85670279 - 85859700 9: 83.623.242 — 88.540.232 C4
APC BTA10: 1162433 - 1299394 10: 971.203 — 5.890.965 C9
DCP2 BTA10: 1030712 - 1043567 10: 971.203 — 5.890.965 C9
10: 971.203 — 5.890.965

LVRN BTA10: 4850650 - 4929715 10: 2.549 276 — 7 546.126 C6eC9
D102 BTA10: 91490126 - 91504569 10: 89.817.652 — 94.772.442 C4
NRXN3 BTA10: 89788138 - 91102410 10: 89.817.652 — 94.772.442 C4
LBR BTA16: 28444545 - 28473736 16: 23.927.113 — 28.848.328 C3
CYLD BTA18: 19131308 - 19204355 18: 16.348.664 — 21.337.120 C9
SALL1 BTA18: 19545659 - 19561476 18: 16.348.664 — 21.337.120 C9
CDH11 BTA18: 32682884 - 32837045 18: 27.873.728 — 32.815.939 C7
CSPG4 BTA21: 33182725 - 33218500 21: 31.293.656 — 36.223.639 C5
CYP11A1 BTA21: 34328585 - 34342887 21: 31.293.656 — 36.223.639 C5
GZMB BTA21: 34741243 - 34743324 21: 31.293.656 — 36.223.639 C5
HELLS BTA26: 16001944 - 16043962 26:12.936.855 —17.915.874 C1

4.2 MAPEAMENTO FINO DO GENE MCI1R

Devido a diversos estudos realizados associando polimorfismos do gene MCI1R para
variacdo na cor da pelagem de bovinos, optou-se por realizar o mapeamento fino do gene
candidato para observar os possiveis SNPs responsaveis por ocasionar as pelagens na raca Gir.

Dessa forma, pode-se observar que os padrGes de pelagens da raca Gir utilizados nesse
trabalho apresentaram algumas mutacGes no gene MC1R e trocas de aminoacidos, nas posicoes
c. 311 G>del, ¢.416 C>T (p.Alal39Val), c.460 A>C (p.Ser154Arg), ¢.583 T>C (p.Phel95Leu),
c. 663 T>C (p.lle221lle), e c. 871 A>G (p.Ala291Thr), observando-se os polimorfismos
presentes em cada pelagem na Tabela 8. Os SNPs, c.416 e ¢.460 foram pela primeira vez
reportados para a espécie bovina.

Através desses SNPs foram formados sete haplotipos, H1: CATCG, H2: TCCCG, H3:
CACTA, H4: CACCG, H5: TCCTA, H6: delCA e H7: delTC (Tabela 8). Os primeiros dois
SNPs, na posicdo 416 e 460, estdo na mesma fase de ligacdo, assim como 0s SNPs nas posic¢oes
583 e 663. A delecdo de um nucleotideo na posicéo 311 gera uma mudanca no quadro de leitura,
um stop codon prematuro (trinca 466-468), posicdo do aminoacido 156 (presentes nos
haplo6tipos H6 e H7).
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Tabela 8 — Haplétipos encontrados para as determinadas pelagens da raca Gir.
Pelagem/Genotipo H1/H1 H1/H2 H1/H3 H1/H6 H1/H7 H4/H5
Vermelha X X

Vermelha gargantilha

Vermelha chitada

X

Chitada de vermelha

Amarela

Amarela chitada
Chitada de amarela
Chita clara

X

X

X

X

Amarela gargantilha X
X

X

X

Moura clara X
X

X

Moura de vermelha
Moura escura X X

Barrosa X

Os animais de pelagem vermelha e chitada de vermelho apresentavam os genoétipos
H1/H1 e H1/H6. Ja o animal de pelagem vermelha gargantilha apresentou o genotipo H1/H1.
No caso dos animais de pelagem vermelha chitada, os animais apresentaram o genétipo H1/H1,
H1/H6 e H1/H3. Os animais de pelagem amarela tiveram o genétipo H1/H1, H1/H2 e H1/H6,
entretanto, o animal com o gen6tipo H1/H6 apresentou-se com uma pelagem mais diluida em
comparacdo os outros da mesma pelagem (Figura 1). J& os animais de pelagem amarela

gargantilha, amarela chitada e chitada de amarela apresentaram o genétipo H1/H1.

Figura 1 — Animal de pelagem amarela com o haplétipo H1/H6 a esquerda e com o
fendtipo dos haplétipos H1/H1 e H1/H2 a direita.
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Os animais moura clara e moura de vermelha apresentaram o genétipo H1/H1 e H1/H3.
J& os animais de pelagem moura escura apresentam os seguintes genotipos H4/H5 e H1/H3.
Para os animais chita clara, obteve-se o gen6tipo H1/H1. Um animal de fendtipo barroso (tabela
2) apresentou o gendtipo H1/H7, sendo o Unico animal portador do H7.

Dada a distribuicdo dos haplotipos entre as pelagens, parece que os polimorfismos do
gene MCI1R ndo influenciam a coloragdo da pelagem em bovinos da raga Gir e nem o padréo
de manchas brancas, “chitas”, da raga, mas podem estar relacionados a fenétipos de pelagens
despigmentadas. Tais resultados concordam com os resultados encontrados no GWAS, em que

ndo foi observada a regido gendmica na qual o gene MC1R esta presente.

5. DISCUSSAO

Foram observadas diversas regifes entre os cenarios do presente estudo, sendo
encontrados os cromossomos BTA2, BTA3, BTA6, BTAS8, BTA9, BTA10, BTA16, BTA18,
BTA21 e BTA26. Riffert (2015), realizando um estudo similar para a raga Gir, observou regioes
presentes nos seguintes cromossomos: BTA6, BTA9, BTA13, BTA16, BTA18, BTA21 e
BTA22. Houve semelhancas apenas nas regides encontradas no BTA6 e BTA21.

Para a regido em comum no BTAG, a janela obtida no atual estudo foi a 6: 65.992.280pb
— 70.978.405pb. Riffert (2015) obteve janelas semelhantes no BTAG, abrangendo a regido 6:
63.000.000pb — 82.000.000pb, ao comparar algumas pelagens com manchas contra pelagens
solidas, tendo as pelagens chitada de vermelha, chitada de amarela e chita clara presentes nessas
analises. Ja, na presente pesquisa, a janela 6: 65.992.280pb — 70.978.405pb foi observada nos
cenarios 3, 6 € 9, os quais foram realizadas as anélises comparando animais de pelagem
vermelha contra animais de pelagem vermelha gargantilha, chita clara e mouras,
respectivamente.

Nessa janela encontrada no BTAG, 6: 65.992.280pb — 70.978.405pb, foram encontrados
os genes candidatos CORIN, KIT, KDR e PDGFRA, que ja sdo bastante relatados afetando a
pelagem de bovinos. Hanna et al. (2014), encontraram também uma janela semelhante ao
avaliar a diluicdo da pelagem em bovinos cruzados F> Angus x Nelore e apresentaram como 0s
principais genes candidatos, 0s mesmos genes propostos no presente estudo. Illa et al. (2021),
também confirmam esses resultados em bovinos da raga zebuina Sahiwal, como genes que
afetam a pelagem da raca. Alem disso, Riffert (2015) também relatou que o gene KIT é o
principal candidato a afetar a pelagem de bovinos da raca Gir.

Ja a semelhanca encontrada no BTA21, 21: 31.293.656pb — 36.223.639pb, entre o

presente estudo que encontrou essa janela apenas para o cenario 5 (vermelha x chitada de
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vermelha) e o estudo de Riffert (2015), que encontrou regides no BTA21 variando de 21:
33.000.000pb - 50.000.000pb ao comparar os seguintes cenarios de pelagens: amarela +
vermelha com amarela gargantilha + vermelha gargantilha; amarela + vermelha com amarela
chitada + vermelha chitada; amarela + vermelha com chitada de amarela + chitada de vermelha;
e amarela + vermelha com chita clara, apresentaram semelhancas nas regifes e possivelmente
essa janela representa grande importancia para a determinagdo da pelagem na raca Gir,
principalmente para o fendtipo de marcac@es brancas.

Riffert (2015) ndo conseguiu identificar nenhum gene candidato para a caracteristica de
pelagem no BTA21, ao contrario do presente estudo, que ao analisar o cenario 5 encontrou, 3
genes candidatos, CSPG4, CYP11Al e GZMB, localizados na janela 21: 31.293.656pb —
36.223.639pb. Medic et al. (2011) relatam que o gene CSPG4 é mediador do gene PAXS,
envolvido no mecanismo de migracdo de melandcitos, tendo o PAX3 ja sido associado, em
bovinos da raca Holandesa, ao padrdo de marcagdes brancas da pelagem.

Na mesma regido do BTA21 também foi encontrado o gene CYP11Al, que estd
relacionado a pigmentacdo da pele e vitamina D. Jones et al. (2020), avaliando loci referentes
a vitamina D em populacdes de humanos da Africa Subsaariana, Europa e Leste Asiatico
obtiveram que o gene CYP11A1l estd altamente expresso na pele da populacdo europeia
enquanto que na populacéo africana e asiatica ele ndo é expresso da mesma forma. Além disso,
relatam que ele possivelmente apresenta alta relacdo com a exposicao a radiacdo UV. J& o gene
GZMB foi associado ao fenotipo de vitiligo, fendtipo esse que o individuo apresenta uma
despigmentacdo gradual do corpo (JIN et al., 2010).

Riffert (2015) também propde que o gene MCILR seja responsavel por ocasionar as
pelagens chitada de vermelha e chitada de amarela, ao realizar a comparagéo dessas pelagens
com as pelagens amarela + vermelha. Contudo, a regido do gene MC1R néo foi sinalizada no
presente estudo (cendrio 5). Esse fato também pode ser observado no mapeamento fino do gene
MCI1R, pois ao comparar as pelagens chitada de vermelha e chitada de amarela com as pelagens
amarela e vermelha, eles apresentaram hapldtipos em comum.

Ao analisar animais de pelagem moura clara, moura escura e moura de vermelha, Riffert
(2015) obteve que a diferenciagdo entre as pelagens moura clara e moura de vermelha e entre
as pelagens moura e amarela + vermelha estavam relacionadas ao gene MC1R. Além disso, ndo
encontrou nenhuma regido ao tentar analisar a pelagem moura escura. Ja na atual pesquisa, ndo
foram encontradas as mesmas regifes ao comparar animais de pelagem vermelha a animais de

pelagem moura (cenario 9). O mapeamento fino do gene MC1R realizado no presente estudo,
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mostrou que os animais que tinham as pelagens moura clara, moura escura e moura de vermelha
apresentavam haplétipos em comum com animais das outras pelagens da raca.

Ainda na presente pesquisa, para o cenario 9 (vermelha x mouras), foram obtidas janelas
no BTAG, 6: 65.992.280pb — 70.978.405pb e 6: 96.162.959pb — 101.156.203pb, BTA10, 10:
971.203pb — 5.890.965pb e BTA18, 18: 16.348.664pb — 21.337.120pb. Foram encontrados 2
genes no BTAG, 6: 96.162.959pb — 101.156.203pb, 0 CDS1 e MAPK10. O gene CDS1 foi
relacionado a melanismo em peixes Oscar (WANG et al., 2023) e 0 gene MAPK10 esta
relacionado a sintese de melanina em bovinos (KUNENE et al., 2022). Para 0 BTA10, 10:
971.203pb — 5.890.965pb, foi encontrado o gene APC que esta relacionado com a protecao da
pele e, em caso de reducdo da sua expressao, os individuos estdo mais susceptiveis a melanoma
(WORM et al., 2004). Também foi encontrado no BTA10, 10: 971.203pb — 5.890.965pb, o
gene DCP2, que esta relacionado ao fenotipo de plumagem preta em galinhas (MAO et al.,
2019) fenotipo similar ao denominado “moura”, que € a presenca de pigmentacao preta em
partes do corpo ou predominéncia de cor escura.

O gene LVRN apresentou-se como uma interse¢do entre o cenéario 6 € 9, 10: 2.549.276pb
—7.546.126pb e 10: 971.203pb — 5.890.965pb, respectivamente, estando localizado na posi¢éao
10: 4.850.650pb — 4.929.715pb. Lyons et al. (2021), avaliaram o padrdo de pelagens existentes
em gatos domésticos e encontraram que o gene LVRN € responsavel pelos diferentes padrbes
de manchas e pigmentos nas diferentes pelagens. Esse gene pode ter sido encontrado nas duas
analises, pois o fendtipo chita clara e moura clara podem ser confundidos durante a anélise das
pelagens para registro, podendo este, ser um importante gene candidato para diferenciacao entre
essas duas pelagens. Entretanto, Riffert (2015) ndo encontrou nenhuma regido em comum entre
cenarios comparando as pelagens mouras com amarela + vermelha e chita clara com amarela +
vermelha.

Apesar da janela, 18: 16.348.664pb —21.337.120pb, encontrada no BTA18 para o cenario
9 estar proxima a posicdo do gene MC1R, foram encontrados também dois genes candidatos, o
CYLD e o0 SALL1. O gene CYLD estéa relacionado a mecanismos de transporte e estabilizacao
de melanossomas (SPELLERBERG et al., 1999; WANG et al., 2022; NIU et al., 2022) e 0 gene
SALL1 foi relacionado a variagdo da intensidade da pelagem castanha em equinos (HAMMONS
et al., 2021). Estes dois genes, CYLD e o SALL1, podem estar relacionados a diferenciacdo da
intensidade de cor da pelagem de bovinos da raca Gir.

Riffert (2015) também analisou um cenario composto por chita clara contra chitado de
amarela + chitada de vermelha e ndo encontrou nenhuma regido significativa. A autora realizou

também o cenério chitada de amarela + chitada de vermelha + chita clara contra amarela chitada
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+ vermelha chitada, tendo como resultado regides no BTAG6, encontrando o gene KIT, o qual
foi discutido anteriormente, BTA13, BTA16 e o BTA18 apresentando o MC1R como candidato.
Esse cenério é similar ao cenério 7 do atual estudo, em que foram utilizados animais de pelagem
vermelha chitada contra animais chitada de vermelha e encontradas regides no BTA2, 2:
76.753.025pb — 81.526.017pb, e BTA18, 18: 27.873.728pb — 32.815.939pb.

Para 0 BTA2, 2: 76.753.025pb — 81.526.017pb, foram observados os genes candidatos
STAT1 e MYO1B. O gene STAT1 interage com 0s o0 gene TYR e KIT durante a melanogénese
(BOUDNY et al., 2005; CHAIX et al., 2011; MO et al., 2022). Esses dois genes ja foram
relatados anteriormente afetando a pelagem de bovinos no qual o TYR esta relacionado com a
pelagem preta e o KIT, com a ocorréncia de diferentes padrfes de marcagdes pelo corpo
(DORSHORT et al., 2015; WANG et al., 2019), como é o caso do presente cenario avaliado.
Ja 0 gene MYO1B esta intimamente relacionado ao gene PMEL durante a sua expressdo
(SALAS-CORTES et al., 2005). Como observado nos estudos de Gutierrez-Gil et al. (2007) e
Schmutz et al. (2012), o gene PMEL apresenta-se como um dos genes responsaveis por causar
a diluicdo na cor da pelagem de bovinos.

O gene candidato CDH11 encontrado no BTA18, 18: 27.873.728pb — 32.815.939pb,
cenario 7 (vermelha chitada x chitada de vermelha), esta relacionado a hiperpigmentacdo em
humanos, causando melasma. Além disso, notou-se que o gene CDH11, quando super-
expresso, aumenta a expressdo de MITF e TYR, podendo essa ser a causa de melasma em
humanos (KIM et al., 2014; ESPOSITO et al., 2022) e esse fato podendo estar relacionado a
ocorréncia de marcacgdes na cabeca dos animais do cenario 7.

Para o cenario 3 (vermelha x vermelha gargantilha), foi encontrada uma regido no
BTA16, 16:23.927.113pb — 28.848.328pb e Riffert (2015) encontrou um SNP significativo na
posicdo 12.000.000pb. Nessa regido, encontrou-se o gene LBR relacionado a formacdo da
coloracdo da pelagem e estrutura do pelo em camundongos (GIEHL et al., 2008).

Riffert (2015), ao comparar animais de pelagem amarela chitada + vermelha chitada com
animais de pelagem amarela + vermelha na raca Gir, obteve um SNP significativo na posi¢édo
40.000.000pb no cromossomo 9 encontrando o gene FIG4 como candidato, entretanto a
literatura ndo informava relagcdo desse gene com a pelagem. J& em nosso estudo realizando um
cenario similar, cenario 4 (vermelha x vermelha chitada), foram obtidas regiées no BTA9, 9:
83.623.242ph — 88.540.232pb, e BTA10, 10: 89.817.652pb — 94.772.442pb. No BTAY, foi
observado que os genes GRM1 e LAST1 estdo envolvidos em processos relacionados a
ocorréncia e susceptibilidade de melanoma em humanos e camundongos, apresentando efeitos
melanisticos (NAMKOONG et al., 2007; ORTIZ et al., 2007; SCHIFFNER et al., 2012;
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KAZIMIERCZAK et al., 2021). Ja o gene AKAP12 foi relatado influenciado a pigmentacéo de
lagartos que variavam de preto a amarelo claro e de peixes ciclideos (SANTOS et al., 2016; JIN
etal., 2022).

Ainda nessa regido do BTAY, esta o gene RAB32 que tem importancia na melanogénese
e gque também tem relacdo com o gene TYRP1 e PMEL, genes ja relatados anteriormente
afetando a coloracao da pelagem (WASMEIER et al., 2006). Schmutz et al. (2012) trazem que
0 gene PMEL ¢é responsavel por ocasionar diluicdo na pelagem de bovinos enquanto Dorshort
et al. (2015) apresentam que 0 gene TYRP1 é um dos responsaveis pela pelagem escura. Outro
gene candidato encontrado no BTA9 do cenério 4 € o SASH1, que apresenta relacdo com a
ocorréncia de marcacOes hipopigmentadas ou hiperpigmentadas pelo corpo de humanos
(SHELLMAN et al., 2015; COURCET et al., 2015).

Para o0 BTAL10, 10: 89.817.652pb — 94.772.442pb, encontrado no cenario 4, foram
observados 2 genes candidatos, sendo eles o DIO2 e NRXN3. DIO2 foi relacionado a
pigmentacdo em embrides de Peixe Zebra (WALPITA et al., 2009). Além disso, a expressdo de
DIO2 e NRXN3 foram associadas a ocorréncia de rosaceas em humanos (APONTE et al., 2018).

Para o cenario 6 do atual estudo, foi realizada a anélise utilizando animais de pelagem
vermelha contra chita clara. Foram localizadas regibes no BTA6, 6: 65.992.280pb —
70.978.405pb e BTA10, 10: 2.549.276pb — 7.546.126pb, ja discutidas anteriormente, e outra
no BTAG6, 6: 84.847.352pb — 89.736.709pb que abriga diversos genes candidatos como
ADAMTS3, ALB, AREG, GC e RASSF6. O gene ADAMTS3 foi relatado anteriormente por Bovo
et al. (2021) causando marcacdes brancas na pelagem de bovinos. Os genes ALB, GC e RASSF6
foram relatados anteriormente causando marcagdes brancas em caprinos, suinos, equinos e
codornas (JOHANSSON et al., 1992; BROOKS et al., 2002; MIWA et al., 2006; HENKEL et
al., 2019). A presenca desses genes estd em consenso com o presente fenotipo analisado no
cenario 6, pois nele € analisado a presenca de marcacdes brancas. Além desses, também foi
encontrado o gene AREG que foi relacionado a pigmentacéo da pele em camundongos (LU et
al., 2021).

J& para o cenario 2, em que se buscou-se verificar regifes associadas a gradacdo de
manchas brancas, foram encontrados os genes CCN2, EPP1, MED23 e genes da familia trace
amine receptors, no BTA9, 9: 67.996.881pb — 72.973.276pb. Os genes CCN2, EPP1 e a familia
de genes trace amine receptors atuam na pele e na pigmentagéo através de vias de sinalizagédo
e regulacdo (EYTAN etal., 2013; SHON et al., 2016; HENROT et al., 2018; VAGANOVA et
al., 2022).
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Ja 0 gene MED23 (BTA9), encontrado nos cenarios 2 e 3, é responsavel por ocasionar
marcagOes pigmentadas no pescogo de galinhas (WANG et al., 2019). Fato esse interessante,
pois em nossa pesquisa a mesma janela cromossomica, 9: 67.996.881pb — 72.973.276pb,
encontrada no para o cenario 2 também foi encontrada para o cenario 3, que apresenta o
confronto entre animais de pelagem vermelha x vermelha gargantilha, fenétipo semelhante ao
encontrado por Wang et al. (2019) em galinhas. Além disso, MED23 regula a expressao do gene
MITF (XIA et al., 2017) ja reportado por afetar marcagc6es brancas em bovinos (HAYES et al.,
2010; FONTANESI et al., 2011).

No cenario 1 (todas as pelagens), o gene candidato HELLS, localizado no BTA26, 26:
12.936.855pb — 17.915.874pb, foi encontrado em camundongo com uma relagdo a uma maior
velocidade em desenvolver pelos brancos (SUN et al., 2004). Além disso, esse gene pertence a
uma familia de genes SWI/SNF, que regula o gene MITF durante a sintese de melanina e ja foi
associado a proporc¢éo de manchas brancas em taurinos (FONTANESI et al., 2011). Atrelado a
isso, Hayes et al. (2010), realizando uma pesquisa similar ao presente estudo, em que avaliaram
a proporcéo de pelagem preta em bovinos da raca Holandesa e obtiveram que os genes MITF e
KIT eram os principais responsaveis pela variacdo da proporc¢édo de preto na pelagem da raca.
Esses resultados também estdo de acordo com Fontanesi et al. (2011), o qual relatou que os
genes MITF e KIT também estdo interferindo na propor¢do de manchas no corpo nas ragas
Holandesa e Simmental.

Ao analisar o cenario 8 observa-se que 0s genes encontrados, descritos a seguir, no BTA3,
3: 109.252.433pb — 114.137.251pb, estdo relacionados alguns genes como o KCNJ13 ja
relacionado a diversos padrdes de pigmentacdo em peixes do género Danio (PODOBNIK,
2021) e o gene AGOL1 foi relacionado a diferentes intensidades e padrbes de pigmentacdo em
insetos da espécie O. furnacalis na regido da cuticula (YOU et al., 2018). Os genes candidatos
da familia da conexina GJB4 e GJB3 estdo associados a ocorréncia de diferentes padrdes de
marcagdes vermelhas/marrons no corpo de humanos (RICHARD et al., 1998; RICHARD et al.,
2003). Além deles foi encontrado o gene candidato TFAPZ2E relacionado a diferenciacdo dos
melanadcitos, interagindo diretamente com os genes MC1R, MITF, KIT, DCT, TYR e TYRP1
(OTTERLOO et al., 2010). Entretanto, esses novos genes candidatos ainda ndo foram relatados
como afetando a cor da pelagem em bovinos.

Jano BTABS, para o cenario 8, observou-se o gene BNC2 como possivel candidato. Esse
gene esta relacionado a diferenciacéo da pelagem de ovelhas e possivel associagdo com o gene
TYRP1 (SEROUSSI et al., 2017) e também esta associado ao padrdo de manchas pigmentadas
em peixes zebra (LANG et al., 2009). Lu et al. (2016) relataram que o0 gene CNTLN afeta a
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pelagem em suinos nativos da China causando marcag6es brancas em sua pelagem. O ultimo
gene candidato dessa regido € o RPS6, em camundongos ele apresenta-se regulando a
melanogénese juntamente com os genes KIT e MITF interferindo diretamente na pigmentacéo
dos animais (MCGOWAN et al., 2008).

Ao analisar os graficos Manhattan Plot (Figuras suplementares 1 a 9) e as regides
gendmicas associadas nos diversos cenarios (Tabela 6), pode-se sugerir que a acao ndo é apenas
aditiva, podendo haver efeito epistastico pelo fato de as regides serem distintas dependendo da
comparacdo que é feita, sendo interessante o tratamento de efeito epistatico para explicar a
variacdo. Outros estudos analisando a pelagem de diferentes espécies de animais, cées
(SLAVNEY et al., 2021), cabras (NAZARI — GHADIKOLAEI et al., 2018) e bovinos
(DORSHORST et al., 2015), também ja identificaram efeito epistatico para a determinacéo da
pelagem.

Atrelando os resultados do GWAS aos resultados obtidos ao realizar o mapeamento fino
do gene MC1R, pode-se sugerir que o0 gene MC1R ndo € um dos principais genes responsaveis
por determinar a cor da pelagem em bovinos da raca Gir. Isso também foi observado por Bovo
et al. (2021) ao realizarem um GWAS para avaliar a variacdo da pelagem na raca Reggiana.
Todavia, um fato interessante é que Dorshort et al. (2015) relataram que o gene MC1R pode
exercer efeito epistatico em outros genes como KIT por exemplo, que aparenta exercer grande
influéncia nas diferentes gradacdes de marcacGes brancas na pelagem de bovinos (HAYES et
al., 2010). E devido a isso, 0 gene MC1R pode ndo ter sido encontrado durante as analises.

A delecdo ¢.311 G>del encontrada nos haplotipos H6 e H7 parece exercer efeito na
despigmentacdo em bovinos da raca Gir. O animal barroso é portador em heterozigose do H7 e
um animal amarelo é portador em heterozigose do H6 e parece ser mais claro que os demais
(Figura 1; Tabela 2). Animais vermelhos sdo portadores do H6, mas parecem néo exercer efeito
fenotipico. Santana et al. (2021) relataram a mesma delecdo em bovinos da raca Guzera,
presente com o0 gendtipo H6/H6, ocasionando alteracdo de coloracdo da pelagem e
despigmentacdo em homozigose. Diversos SNPs do MC1R (Tabela 4) ja foram associados a
alteracdo da coloracgdo da pelagem em bovinos. Pretende-se ainda genotipar mais animais das
pelagens de bovinos da raca Gir e realizar associagOes estatisticas para tentar observar possivel
influéncia dos haplétipos na variacdo da coloracéo.

Dessa forma, avaliaram-se os efeitos genéticos sobre a pelagem da raca Gir e, além disso,
foram propostos novos genes afetando a pelagem de bovinos, possibilitando futuros estudos

que busquem decifrar as pelagens da raca Gir. Estudos sobre a descricdo genética da coloragdo
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da pelagem em zebuinos ainda sdo escassos e fazem-se necessarios validar marcadores para

selecdo.

6. CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos no presente estudo, estabeleceu-se novos caminhos para
pesquisas relacionadas a cor pelagem na raga Gir, sugerindo que esta seja uma caracteristica de
ordem poligénica. Propde-se também, que variantes genéticas do gene MCIR estejam
associadas a fenotipos de despigmentacdo. Estudos com maior nimero de animais, painéis de
SNPs mais densos e mapeamento fino de regides candidatas sdo essenciais para desvendar a

arquitetura genética da expressdo da coloracdo da pelagem em bovinos da raga Gir.
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8. DADOS SUPLEMENTARES

Figura S1 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenério 1 (Todas as pelagens).
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Figura S2 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenéario 2 (vermelha + amarela x

vermelha gargantilha x vermelha chitada + amarela chitada x chitada de vermelha + chitada de

amarela)
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Figura S3 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenario 3 (vermelha x vermelha
gargantilha).
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Figura S4 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenario 4 (vermelha x vermelha
chitada).
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Figura S5 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenario 5 (vermelha x chitada

vermelha).
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Figura S6 — Gréafico Manhattan Plot obtido para o cenario 6 (vermelha x chita clara).
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Figura S7 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenério 7 (vermelha chitada x chitada

de vermelha).
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Figura S8 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenario 8 (vermelha + vermelha
gargantilha + vermelha chitada +chitada de vermelha x amarela + amarela chitada + chitada de

amarela).
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Figura S9 — Grafico Manhattan Plot obtido para o cenéario 9 (vermelha x moura clara +

moura escura + moura de vermelha)
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