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RESUMO GERAL

Os principais objetivos deste estudo foram realizar estudos de associacdo genémica
ampla, usando painéis de alta densidade imputados, de gado Holandés norte-americano,
para oito caracteristicas relacionadas a salde do casco: dermatite digital (DD), Ulcera de
sola (US), hemorragia de sola (HS), doenca da linha branca (DLB), erosao de taldo (ET),
dermatite interdigital (DI), hiperplasia interdigital (HI) e Ulcera de pin¢a (UP), um indice
de saude do casco (ISC), para treze caracteristicas de conformacao corporal: escore de
condicdo corporal (ECC), profundidade corporal (PC), qualidade 6ssea (QO), largura de
peito (LP), capacidade leiteira (CL), angulo do pé (ANG), visdo das pernas dianteiras
(VPD), profundidade do taldo (PT), altura frontal (AF), locomocéo (LOC), visdo traseira
das pernas traseiras (VTPT) , visdo lateral das pernas traseiras (VLPT) e estatura (ST) e
um indice composto de pontuacao de pés e pernas (IPP). Valores genéticos estimados de-
regredidos (dEBVs) de 39.135 animais da raca Holandesa foram usados como
pseudofenotipos para as analises de associacdo. O controle de qualidade de genotipos,
faseamento de gendtipos e imputacdo de gendtipos foram realizados usando os softwares
PLINK, Eagle e Minimac4, respectivamente. Um modelo linear misto foi usado para
estimar os efeitos SNP no pacote GCTA. As andlises genémicas funcionais foram
realizadas utilizando o pacote GALLO R e a plataforma DAVID. Um total de 22 SNPs
significativos foram encontrados para DD, 34 para ET, 14 para DI, 22 para HI, 28 para
HS, 33 para US, 24 para UP, 43 para DLB, 15 para ISC, 20 para ECC, 60 para PC, 13
para QO, 17 para LP, 27 para CL, 13 para IPP, 8 para ANG, 7 para VPD, 19 para PT, 4
para AF, 10 para LOC, 13 para VTPT, 15 para VLPT e 7 para ST. Os marcadores
significativos foram localizados em todo o0 genoma, exceto nos cromossomos BTA 27.
Além disso, essas regides gendmicas se sobrepdem a varios loci de caracteristicas
quantitativas (QTL) previamente relatados para caracteristicas de exterior, de saude,
carne e carcaca, leite, producdo e reproducdo. As analises de enriquecimento
identificaram 71 termos de ontologia genética significativos. Esses achados indicam que
as caracteristicas de saude dos cascos e de conformacdo sdo altamente poligénicas e

influenciadas por uma ampla gama de processos biologicos.

Palavras-chave: Gado leiteiro, resisténcia a doencas, doenca dos cascos, medidas
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ABSTRACT

The main objectives of this study were to perform genome-wide association studies using
imputed high-density genetic markers data from North American Holstein cattle, for eight
hoof-related traits: digital dermatitis (DD), sole ulcer (US), sole hemorrhage (HS), white
line lesion (DLB), heel horn erosion (ET), interdigital dermatitis (DI), interdigital
hyperplasia (HI) toe ulcer (UP) and a hoof health index (ISC), for thirteen body
conformation traits: body condition score (BCS), body depth (PC), bone quality (QO),
chest width (LP), dairy capacity (CL), foot angle (ANG), front legs view (VPD), heel
depth (PT), height at front end (AF), locomotion (LOC), rear legs rear view (VTPT), rear
legs side view (VLPT) and stature (ST) and a composite feet and leg score (IPP). De-
regressed estimated breeding values (dEBVs) from 39,135 Holstein animals were used as
pseudo-phenotypes for the association analyses. The molecular marker quality control,
genotype phasing, and genotype imputation were performed using the PLINK, Eagle, and
Minimac4 software, respectively. A mixed linear model was used to estimate SNP effects
in the GCTA package. The functional genomic analyses were performed using the
GALLO R package and the DAVID platform. A total of 22 significant SNPs were found
for DD, 34 for ET, 14 for DI, 22 for HI, 28 for HS, 33 for US, 24 for UP, 43 for DLB, 15
for ISC, 20 for ECC, 60 for PC, 13 for QO, 17 for LP, 27 for CL, 13 for IPP, 8 for ANG,
7 for VPD, 19 for PT, 4 for AF, 10 for LOC, 13 for VTPT, 15 for VLPT and 7 for ST.
The significant markers were located across the whole genome, except on the
chromosome BTAZ27. Moreover, these genomic regions overlapped with various
previously reported quantitative trait loci (QTL) for exterior, health, meat and carcass,
milk, production, and reproduction traits. Enrichment analyzes identified 71 significant
gene ontology terms. These findings indicated that hoof health and body conformation

traits are highly polygenic and influenced by a wide range of biological processes.

Keywords: Dairy cattle, disease resistance, hoof disease, measures
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INTRODUCAO GERAL

A industria leiteira possui grande importancia na seguranca alimentar mundial.
Segundo a FAO (2022), a produgdo mundial de leite em 2022 estava prevista em cerca
de 930 milhdes de toneladas e o comércio mundial de produtos lacteos estava previsto em
85 milhdes de toneladas. Essa grande producédo é consequéncia do aumento do rebanho
bovino em todo 0 mundo por muitas décadas seguidas. Além disso, nos Estados Unidos
a producdo média anual de leite por vaca dobrou nos ultimos 40 anos e hoje é
aproximadamente seis vezes maior que 100 anos atrds (USDA NASS, 2023). Porém, a
vida util produtiva média é de aproximadamente 3 a 4 anos em paises com vacas leiteiras
de alta producdo, sendo muito menor do que a expectativa de vida natural do gado leiteiro
(DE VRIES & MARCONDES, 2020). Apesar de a capacidade secretora da glandula
mamaria atualmente parece ndo estar comprometida, um numero significativo de
distdrbios de saude e desempenho reprodutivo reduzido relacionados a alta producao de
leite sdo observados (GROSS, 2023), os quais contribuem para um descarte precoce
desses animais.

A raca Holandesa (Holstein-Friesian) é um Bos taurus taurus altamente
especializado na producéo de leite e amplamente utilizada no mundo, sendo conhecida
por ser a maior produtora de leite em volume (AUGUSTO, 2023). Ela é muito popular
internacionalmente e possui uma ampla utilizacdo nos programas de melhoramento
genético, principalmente nos paises da América do Norte e na Europa. E tida como uma
das principais racas utilizadas para cruzamentos absorventes ou na formacéo de racgas
compostas (ARAUJO e FIUZA, 2023).

Dentre os problemas sanitarios que afligem os bovinos e, consequentemente, seu
bem-estar, estdo as lesdes nos cascos, que causam a claudicacdo e diminuem a producao
leiteira, podendo atingir a prevaléncia de 70% do rebanho (CHAPINAL et al., 2013).
Estudos sobre a herdabilidade de caracteristicas relacionadas com a saude dos cascos
identificaram em sua maioria baixos valores como para dermatite digital (0,08), dermatite
interdigital (0,05), hiperplasia interdigital (0,07), erosdo do taldo (0,08), tlcera de sola
(0,05), hemorragia de sola (0,03), tlcera de pinc¢a (0,04) e doenca da linha branca (0,04)
(MALCHIODI et al., 2020). Sabe-se também que essas caracteristicas estdo
geneticamente relacionadas, com estimativas de correlacdes genéticas variando de -0,19

(doenca da linha branca x dermatite digital) a 0,44 (dermatite digital x dermatite
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interdigital) (MALCHIODI et al., 2020). As estimativas de herdabilidade supracitadas
indicam que essas caracteristicas possuem heranga complexa e a utilizagdo delas como
critério de selecdo em programas de melhoramento genético tende a gerar ganhos apenas
no longo prazo.

A utilizacdo da informacdo genotipica tem elevado a acurécia de predi¢do dos
valores genéticos dos animais, permitindo identificar, precocemente, potenciais
reprodutores e matrizes (FERRAZ et al., 2012). Assim, esta tese foi elaborada em dois
capitulos, onde o primeiro é dedicado aos estudos de associacdo gendmica ampla com
fendtipos que envolvam caracteristicas de saude do casco em bovinos da raca Holandesa
da América do Norte e no segundo capitulo tem-se os estudos de associa¢ao envolvendo
caracteristicas de conformacdo em bovinos da raca Holandesa da América do Norte. Em
ambos os capitulos sdo avaliadas a gendmica funcional dos potenciais genes candidatos

encontrados.

REVISAO DE LITERATURA GERAL

SAUDE CASCO

A claudicacdo € um dos grandes problemas para a industria leiteira, pois a
dificuldade de locomocdo interfere no bem-estar do animal e também gera uma reducédo
do retorno financeiro ao produtor. Ao estudar a prevaléncia da claudicacdo em algumas
provincias do Canada, Jewellet al. (2019) encontraram animais que apresentavam
variados escores de locomocdo, indo de animais normais a animais que mancavam e
tinham muita dificuldade ao andar.

Vérios estudos tém tentado relacionar a claudicacdo com a saude dos cascos
(CARTWRIGHTET al., 2017; RING et al.,, 2018; RICHARDSONET al., 2018;
MALCHIODI et al., 2020; BUTTYET al., 2021). Ring et al. (2018) identificaram que a
salde do casco possuia uma correlagdo genética com a claudicacdo (0,48) e que
caracteristicas de salde do casco possuiam estimativas de herdabilidade entre 0,005 e
0,27. Segundo Malchiodi et al. (2020), as enfermidades mais prevalentes que podem ser

utilizadas para correlacionar a satde do casco com a claudicagdo séo: dermatite digital,
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dermatite interdigital, hiperplasia interdigital, eroso do tal&o, Ulcera de sola, hemorragia
de sola, ulcera de pinca e a doenca da linha branca.

A dermatite digital representa a lesdo do casco mais prevalente no Canada, com
quase 20% das vacas afetadas. Cartwright et al. (2017) identificaram a presenca de
anticorpos em animais com a dermatite digital e maiores niveis de anticorpos levaram a
menores lesdes nos cascos das vacas. Ao implementar uma avaliagdo gendmica para
dermatite digital em rebanhos no Canada, Malchiodiet al. (2018) observaram que as
correlacdes entre o valor genético estimado para resisténcia a dermatite digital e para
caracteristicas ligadas a producédo foram todas favoraveis.

O ICAR é um Comité internacional que tem a missdo de promover o
desenvolvimento e incrementar os registros de desempenho, bem como de avaliacdo
genética dos animais de producdo. Ele elaborou um atlas para ser uma ferramenta para os
clinicos e casqueadores e apresenta as diretrizes para o registro das doengas importantes
que afetam a satde podal dos bovinos (EGGER-DANNER et al., 2020).

CONFORMACAO

As caracteristicas de conformacéo tém sido de grande interesse para a indudstria de
laticinios ha décadas e, desde a introducdo da avaliacdo técnica no final da década de
1960 e dos sistemas de avaliacdo linear no inicio da década de 1980, mais de 2 milhdes
de avaliagdes foram acumuladas no Canada. (MIGLIOR et al. 2017). A classificacdo das
vacas é uma pratica de longa data que ajuda os produtores a tomarem decisfes de
acasalamento e abate. Esta classificacdo concentra-se na selecdo de animais mais
saudaveis, mais produtivos e mais férteis para maior expectativa de vida em grupo com
base em caracteristicas de conformacgdo (ALCANTARA et al., 2022).

As medidas corporais sdo usadas para avaliar os escores de condi¢do corporal e 0
peso corporal, além de determinar o melhor fenotipo para animais mais saudaveis, mais
produtivos e mais longevos. A determinacdo de medidas corporais precisas pode,
portanto, ajudar em muitas decisfes de manejo, como o status reprodutivo e alimentar de
um rebanho ou o ganho de peso diario. No entanto, a maioria das medidas corporais sao
subjetivas, exigem muito trabalho e treinamento. Segundo Martins et al. (2020), a

avaliacdo do escore de condigdo corporal requer treinamento prévio e o nivel de
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treinamento é subjetivo, como para a avaliagdo de caracteristicas do tipo leiteiro, e a
pesagem dos animais exige muito trabalho e tempo, exigindo movimentagdo do rebanho.

Um estudo conduzido por (Oliveira Junior et al., 2021) buscou estimar 0s
parametros genéticos para caracteristicas avaliadas rotineiramente em vacas primiparas
da raca Holandesa no Canada. Eles trabalharam com caracteristicas de conformacéo e
obtiveram estimativas de herdabilidade como segue: qualidade dssea (QO) de 27%,
angulo do pé (ANG) de 8%, profundidade de taldo (PT) de 8%, vista traseira das pernas
traseiras (VTPT) de 11%, vista lateral das pernas traseiras (VLPT) de 21%, escore de
condigéo corporal (ECC) de 23%, profundidade corporal (PC) de 31%, largura de peito
(LP) de 20%, capacidade leiteira (CL) de 19%, altura frontal (AF) de 24%, estatura (ES)
de 47%. Além disso, também calcularam a correlacao genética entre essas caracteristicas,
tendo observado as maiores para ANG x PT (0.83 +0.01), ECC x LP (0.72£0.01) e ECC
X CL (—0.71 £0.01), alem de moderada correlagdo entre VLPT com ANG (—0.35 £ 0.01)
e com PT (-0.34 = 0.01). A correlacdo com outros grupos de caracteristicas merece
destaque. A CL tem moderada correlacdo com a producao de leite em 305 dias (0,54 +
0,01), com a producéo de proteina em 305 dias (0,52 + 0,01) e com a producéo de gordura
em 305 dias (0,45 + 0,01). O tamanho do bezerro foi correlacionado com ES (0.52 + 0.01)
e com LP (0.37 £ 0.01). E merecem destaque as correlagdes com caracteristicas de pés e
pernas: ANG e Ulcera da pinga (0.42 £ 0.06), VTPT e dermatite interdigital (—0.31+0.02)
e PT teve correlacdo de —0.28 + 0.03 com hiperplasia interdigital, Ulcera da sola e

dermatite interdigital.

GWAS

A relacéo entre polimorfismos genéticos e diferencas fenotipicas observadas entre
individuos é de interesse bioldgico fundamental. Atualmente, uma ferramenta poderosa
para auxiliar nessa anlise de associa¢do é o Estudo de Associacdo Gendmica Ampla
(GWAS). Segundo Sahana et al. (2023), os objetivos de um GWAS sdo detectar
associacOes significativas entre variantes geneéticas e os fendtipos para a caracteristica
estudada, estimando os efeitos de cada variante para, em seguida, analisar com mais
detalhes as melhores variantes candidatas. O método mais cléssico testa cada variante

individualmente usando modelo linear misto, enquanto considera a estrutura da
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populacdo para evitar associagOes falso-positivas. Esta abordagem tem uma lacuna
importante: todas as variantes no desequilibrio de ligacdo (LD) com uma variante causal
tém um efeito estatistico que também pode ser significativo, 0 que implica entdo um
trabalho adicional para selecionar apenas as melhores variantes candidatas (Sahana et al.,
2023).

Ao realizar GWAS com caracteristicas de saude do casco (qualidade 0Ossea,
profundidade do taldo, vista lateral da perna traseira e vista traseira da perna traseira) em
vacas da raca Holandesa na China, Abdalla et al. (2021) identificaram varios genes
candidatos proximo de SNPs significativos, incluindo ADIPOR2, INPP4A, DNMT3A,
ALDH1A2, PCDH7, XKR4 e CADPS. Anélises com ferramentas de bioinformatica
identificaram 34 termos ontologicos genéticos e duas vias de sinalizacdo
significativamente enriquecidas relacionadas a qualidade biol6dgica, metabolismo e
processos de desenvolvimento.

Barden et al. (2022) identificaram uma janela gendémica de 0,65 Mb no BTA3
explicando 0,41, 0,50, 0,38 e 0,49% da variancia genética para suscetibilidade a
hemorragia da sola, gravidade da hemorragia da sola, suscetibilidade a doenca da linha
branca e gravidade da doenca da linha branca na ra¢a Holandesa, respectivamente. Outra
janela no BTA18 explicou 0,66, 0,41 e 0,70% da variancia genética para suscetibilidade
a hemorragia da sola, suscetibilidade a hemorragia da sola e gravidade da hemorragia da
sola, respectivamente. Também foi identificado genes que estdo ligados ao sistema
imunoldgico e as respostas inflamatdrias, ao metabolismo lipidico, as atividades de ions
calcio e a excitabilidade neuronal.

Butty et al. (2021) identificaram CNV associados com caracteristicas de satde de
casco (dermatite digital, dermatite interdigital, erosdo do taldo, ulcera da sola, lesdo na
linha branca, hemorragia da sola e hiperplasia interdigital) usando dEBV como
pseudofendtipos na raca Holandesa. Além disso, identificaram diversos genes candidatos
nas regides associadas a essas caracteristicas, incluindo SCART1, NRXN2, KIF26A,
GPHN, e OR7A17.

IMPUTACAO

A utilizacdo de painéis de alta densidade pode representar um elevado custo em

programas de melhoramento, por isso € possivel utilizar a técnica da imputacdo para
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contornar esse empecilho. A imputacdo permite que as informagdes genotipicas presentes
em um painel de baixa densidade sejam inferidas para um painel de alta densidade, a
partir da utilizacdo de animais de referéncia que estejam genotipados na densidade
pretendida (LI et al., 2009; SERVIN & STEPHENS, 2007).

A imputacdo auxilia a reducdo dos custos dos programas de melhoramento
(GORJANC et al., 2017), pois permite a exploracdo de conjuntos de dados de referéncia
de sequéncia do genoma completo, preenchendo os valores ausentes apds o processo de
genotipagem e controle de qualidade, além de combinar dados de diferentes plataformas
(RAMLLI et al., 2013; VERMA et al., 2014). Ou seja, com imputacdo os programas de
melhoramento podem reduzir custos aos individuos com painéis de baixa densidade e
posteriormente imputa-los para painéis de densidades maiores (LI et al., 2009).

Segundo Druet et al. (2014) uma boa estratégia que representaria um bom custo-
beneficio seria 0 sequenciamento de animais que tenham contribuido com uma maior
parte da genética da populacdo que seré estudada. Esses animais poderiam ser somados a
outros aleatoriamente, e entdo, eles serviriam como o genotipo referéncia de outros
animais que serdo imputados.

Basicamente existem 3 diferentes métodos de imputacéo: os baseados em familia,
0s baseados em populacdo e a combinacgdo dos dois. Segundo (HAYES et al., 2012), a
metodologia baseada em familia leva em consideragdo a segregacdo mendeliana, ou seja,
a informacao de pedigree é importante, pois ele é mais preciso para animais que possuem
0s pais genotipados. Enquanto os baseados em populacéo exploram o uso do desequilibrio
de ligacdo (LD) entre marcadores, sem utilizar o conhecimento do relacionamento de
informagdes populacionais, sendo mais indicado para 0 usO em animais menos
relacionados ou animais sem parentes genotipados.

Ao analisar o efeito da densidade dos SNPs em bovinos, Khatkar et al. (2012)
reportaram que a precisdo da imputacdo aumenta com o nimero de SNPs no conjunto de
testes e a taxa média de erro alélico diminui de 2,80% para 0,76%, entre os paineéis de 3K
e 35K guando metade dos animais foram colocados no grupo de referéncia. Também foi
relatado que quanto menor é a densidade do painel, melhor é a estratégia de usar
marcadores espacados uniformemente para reduzir a taxa de erro alélico. Quanto maior a

quantidade de animais no grupo de referéncia, menor é a taxa média de erro alélico
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identificada. A taxa média de erro alélico diminui com o aumento do relacionamento entre
0s animais imputados e os animais de referéncia.

Chud et al. (2015) realizaram a imputacdo de bovinos de corte compostos em
painéis de diferentes densidades (3K, 6K, 9K, 20K, 50K, 80K e 75K) para o painel
[llumina Bovine HD (777K). Como principais resultados, reportaram melhores precisdes
de imputagdo quando usaram painéis de pelo menos 50K, ambos 0s sexos e animais mais
velhos estavam presentes na populacéo de referéncia. O software FIMPUTE apresentou
melhor precisdo e menor tempo de execucdo, especialmente em painéis de menor
densidade (3K, 6K, 9K e 20K), quando comparado com o BEAGLE. Vérios fatores
influenciam os resultados da imputacdo, desde as metodologias assumidas pelos
softwares até a estrutura das populacGes de referéncia e alvo. Contudo, tem se mostrado
promissor a utilizacdo da imputacédo, principalmente de densidades de 50K pra HD ou

WGS (principalmente utilizando etapas intermediérias).
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CAPITULO 1

Associacdo gendémica ampla e analises gendmicas funcionais para varias
caracteristicas de sadde do casco em bovinos da raca Holandesa da

Ameérica do Norte
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RESUMO

As doencas dos cascos sd8o um importante problema econdmico e de bem-estar na
indUstria mundial de producéo de leite, que pode ser minimizado por meio de melhores
praticas de manejo e por selecdo. Os processos seletivos para a melhoria genética da satide
do casco podem se beneficiar de uma compreensdo profunda do histdrico genético e da
base bioldgica dos indicadores de saude do casco. Portanto, os objetivos primarios deste
estudo foram realizar estudos de associacdo genOmica ampla, usando dados de
marcadores genéticos de alta densidade imputados de gado Holandés norte-americano,
para oito caracteristicas relacionadas a saude do casco: dermatite digital, Ulcera de sola,
hemorragia de sola, doenca da linha branca, erosdo de taldo, dermatite interdigital,
hiperplasia interdigital e Ulcera de pinga e um indice de salde do casco. Os valores
genéticos estimados de-regredidos (AEBVSs) de aproximadamente 25.580 animais da raca
Holandesa foram usados como pseudofendtipos para as analises de associacdo. O controle
de qualidade gendmica, faseamento de genotipos e imputacdo de genoOtipos foram
realizados usando os softwares PLINK, Eagle e Minimac4, respectivamente. As analises
gendmicas funcionais foram realizadas utilizando o pacote GALLO R e a plataforma
DAVID. Vinte e dois, 34, 14, 22, 28, 33, 24, 43 e 15 marcadores significativos foram
identificados para dermatite digital, erosdo de taldo, dermatite interdigital, hiperplasia
interdigital, hemorragia na sola, Ulcera na sola, ulcera de pinca, doenca na linha branca
doenca e o indice de saude do casco, respectivamente. Marcadores significativos foram
localizados em todos os autossomos, exceto BTA10, BTA12, BTA20, BTA26, BTA27 e
BTA28. Além disso, as regiGes genémicas identificadas se sobrepéem a varios loci de
caracteristicas quantitativas (QTL) previamente relatados para caracteristicas de exterior,
de saude, carne e carcaca, leite, producéo e reproducdo. As analises de enriquecimento
identificaram 44 termos de ontologia genética significativos. Essas regides gendmicas
enriquecidas abrigam varios potenciais genes candidatos previamente associados ao
desenvolvimento 6sseo, metabolismo e doencas infecciosas e imunoldgicas. Esses
achados indicam que as caracteristicas de satde dos cascos séo altamente poligénicas e

influenciadas por uma ampla gama de processos biologicos.

Palavras-chave: Gado leiteiro, dermatite digital, resisténcia a doencas, doenca dos

Cascos
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ABSTRACT
Hoof diseases is a major welfare and economic issue in the worldwide dairy cattle
production industry, which can be minimized through improved management and
breeding practices. Optimal genetic improvement of hoof health could benefit from a deep
understanding of the genetic background and biological underpinning of indicators of
hoof health. Therefore, the primary objectives of this study were to perform genome-wide
association studies, using imputed high-density genetic markers data from North
American Holstein cattle, for eight hoof-related traits: digital dermatitis, sole ulcer, sole
hemorrhage, white line lesion, heel horn erosion, interdigital dermatitis, interdigital
hyperplasia, and toe ulcer, and a hoof health index. De-regressed estimated breeding
values (dEBVsS) from aproximally 25,580 Holstein animals were used as pseudo-
phenotypes for the association analyses. The genomic quality control, genotype phasing,
and genotype imputation were performed using the PLINK, Eagle, and Minimac4
software, respectively. The functional genomic analyses were performed using the
GALLO R package and the DAVID platform. Twenty-two, 34, 14, 22, 28, 33, 24, 43, and
15 significant markers were identified for digital dermatitis, heel horn erosion, interdigital
dermatitis, interdigital hyperplasia, sole hemorrhage, sole ulcer, toe ulcer, white line
lesion disease, and hoof health index, respectively. The significant markers were located
across all autosomes, except BTA10, BTA12, BTA20, BTA26, BTA27, and BTAZ28.
Moreover, the genomic regions overlap various previously reported quantitative trait loci
(QTL) for exterior, health, meat and carcass, milk, production, and reproduction traits.
The enrichment analyses identified 44 significant gene ontology terms. These enriched
genomic regions harbor various candidate genes previously associated with bone
development, metabolism, and infectious and immunological diseases. These findings
indicated that hoof health traits are highly polygenic and influenced by a wide range of

biological processes.

Keywords: Dairy cattle, digital dermatitis, disease resistance, hoof disease
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INTRODUCAO

As doencas dos cascos representam um grande problema de sustentabilidade na
pecudria leiteira mundial, resultando em impacto econémico significativo devido a
reducéo da producdo de leite, desempenho reprodutivo e longevidade das vacas afetadas
(BOOTH et al., 2004; CHARFEDDINE e PEREZ-CABAL, 2017; KRPALKOVA et al.,
2019; OEHM et al., 2019), bem como preocupacdes com o bem-estar (ALVERGNAS et
al., 2019; BROWNE et al., 2022; MCGETTIGAN et al., 2022). Além disso, as doencas
dos cascos estéo associadas a outras doengas em bovinos. Por exemplo, Lai et al. (2021a)
relataram uma correlacdo genética positiva entre dermatite digital (DD) e mastite (0,49),
DD e febre do leite (0,49) e entre Ulcera de sola (US) e metrite (0,70). As doencas dos
cascos mais prevalentes no gado holandés canadense sdo DD (13,3%), US (6,4%),
hemorragia da sola (HS; 5,0%), doenga da linha branca (DLB; 3,8%), erosdo de taldo
(ET; 3,7%), dermatite interdigital (DI; 2,6%), hiperplasia interdigital (HI; 2,0%) e Ulcera
da pinca (UP; 1,0%) (LACTANET, 2022). Entre essas doencas, DD, DI e ET séo
consideradas doencas infecciosas, enquanto HD, DLB, HI, US e UP s&o consideradas
doencas néo infecciosas (EGGER-DANNER et al., 2020).

Praticas de manejo adequadas podem reduzir a prevaléncia de doencas dos cascos
em rebanhos leiteiros (MESKINI et al., 2023). Trabalhos anteriores indicaram que as
caracteristicas relacionadas a saude do casco sdo hereditarias, com estimativas de
herdabilidade variando de 0,01 a 0,14 (HERINGSTAD et al., 2018; MALCHIODI et al.,
2017, 2020; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2021). Considerando a baixa herdabilidade
dessas caracteristicas, a selecdo genémica pode contribuir para acelerar o progresso
genético para caracteristicas de saude do casco, dando maior énfase aos marcadores
moleculares associados a caracteristicas relacionadas ao casco nos modelos estatisticos
ao predizer os valores genéticos gendmicos (GEBV) (PAUSCH ET AL., 2013;
TRIBOUT ET AL., 2020).

A identificacdo de variantes genéticas associadas a caracteristicas de satde do
casco é de grande interesse para a industria de laticinios. Nesse contexto, Butty et al.
(2021) relataram variacdo no numero de cépias (CNV) em 14 regides gendmicas
associadas a pelo menos uma caracteristica relacionada ao casco ao estudar DD, DI, ET,
US, DLB, HS e HI em gado holandés canadense. Lai et al. (2021b) realizaram um estudo

de associacdo gendmica ampla (GWAS) para US e DLB em gado holandés dos EUA e
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identificaram quatro regides gendmicas (em BTA8, BTA17, BTA27 e BTA28) e varios
potenciais genes candidatos associados a cicatrizacdo de feridas, lesdes cutaneas,
crescimento e mineralizacdo dos 0ssos, tecido adiposo e queratinizacdo. Varios genes,
como FSIP2, CLCN1, ADGRV1, DOP1A, THBD e RHOBTBL1, também foram associados
a DD, HI e US em bovinos holandeses sob estresse térmico (SOLZER et al., 2022). Li et
al. (2023) realizaram anélises de enriquecimento funcional para lesdes de taldo, incluindo
HS, US e DLB, em gado Holandés e encontraram genes relacionados a func¢des do sistema
imunoldgico, respostas inflamatdrias, metabolismo lipidico, atividades de ions de calcio
e excitabilidade neuronal. Todos esses estudos foram realizados com painéis de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) de média densidade (MD; cerca de 50K
marcadores SNP). A imputacdo precisa do gendtipo de MD para painéis de alta densidade
(HD) pode ser alcancada em gado leiteiro (VANRADEN et al., 2017; THAKKAR et al.,
2021; DADOUSIS et al., 2022) e considerando que a alta densidade de marcadores pode
produzir mais precisos resultados de GWAS, o objetivo principal deste estudo foi
entender a funcionalidade de oito caracteristicas relacionadas ao casco (DD, US, HS,
DLB, ET DI, HI e UP) e um indice de saude do casco (ISC) em gado holandés norte-
americano usando genétipos de SNP imputados para HD.

MATERIAL E METODOS

Declaracéo de ética

O presente estudo foi conduzido usando informacdes fenotipicas, genealdgicas e
gendmicas existentes fornecidas pela Lactanet Canada (www.lactanet.ca; Guelph, ON,
Canadd). Portanto, nenhum experimento com animais foi realizado e a aprovagdo do

comité de ética no uso de animais ndo foi necessaria.

Animais e fenétipos

O conjunto de dados usado neste estudo foi fornecido pela Lactanet (Guelph, ON,
Canadd). Entre 10.361 e 16.389 bovinos da raga Holandesa norte-americana com valores
genéticos estimados desregredidos (dEBVs) para DD, ET, ISC, DI, HI, HS, US, UP e

DLB foram incluidos neste estudo (Tabela 1). Detalhes adicionais sobre as defini¢bes de
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caracteristicas e coleta de dados sdo fornecidos por Malchiodi et al. (2020). Todas as
caracteristicas consideradas foram tratadas como binarias (1 = ndo afetado ou 2 =
afetado), exceto o ISC que é um indice calculado como: ISC = 0,34(DD) + 0,09(DI) +
0,14(ET) + 0,20(US) + 0,10(UP) + 0,08(DLB) + 0,03(HS) + 0,02(HI). Os dEBVs
foram calculados de acordo com VanRaden et al. (2009) e apenas dEBVs com
confiabilidade superior a 0,50 foram mantidos para andlises posteriores. Conforme

mostrado na Tabela 1, os dEBVs usados tém confiabilidades semelhantes.

Tabela 1. Estatisticas descritivas dos pseudo-fendtipos usados para as andlises de
associacao gendmica de caracteristicas de saude do casco no gado Holandés canadense.

Caracteristica N — d.E BVs anfiabilidade
Média Min. Max. DP Média CVv

Dermatite digital 15.241 98,50 82,08 113,97 527 7531 14,36
Erosdo de taldo 10.125 100,06 87,88 112,09 4,46 71,85 6,49

indice de satide do casco 15.022 99,89 85,28 113,65 4,97 76,7 14,61
Dermatite interdigital 15.329 99,83 85,35 113,79 516 77,68 1559
Hiperplasia interdigital 14.003 99,14 83,88 11346 5,2 77,46 14,97
Hemorragia da sola 10.149 99,86 87,88 112,07 4,41 71,35 8,59
Ulcera de sola 10.054 100,19 87,7 1124 4,63 71,44 6,32
Ulcera da pinca 10.036 99,91 87,7 112,23 4,59 68,93 7,17
Doenca da linha branca  10.163 100,37 86,74 114,13 4,83 69,85 7,46

N: tamanho da amostra; Min: Valor Minimo; Max: Valor Maximo; CV: coeficiente de

variacdo

Fonte: Elaboracédo Propria.

Imputacdo genotipica e controle de qualidade

A imputacdo de gendtipos foi realizada inicialmente de um painel MD SNP
contendo 44.315 SNPs para um painel HD SNP contendo 311.725 SNPs. Um total de
25.580 animais (11.182 fémeas e 14.398 machos) tinham dados de MD, enquanto a
populacdo de referéncia HD continha 2.507 animais da raca Holandesa norte-americana
(562 fémeas e 1.945 machos). Antes da imputacdo do gendtipo, os SNPs do painel MD
SNP que nédo estavam presentes no painel HD foram excluidos. Além disso, um controle
de qualidade (CQ) foi realizado usando o software PLINK 1.9 (PURCELL et al., 2007)
para excluir SNPs: 1) com call rate < 0,95; 2) com desvio extremo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (p < 10°®), como indicacdo de erros de genotipagem; 3) localizados em
Cromossomos ndo autossémicos; e 4) com posicao desconhecida com base na montagem
do genoma bovino ARS-UCD1.2. Apds CQ, 41.612 e 296.456 SNPs permaneceram nos

painéis MD e HD, respectivamente. A etapa de faseamento do gendtipo foi realizada
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usando o software Eagle 2.4.1 (LOH et al., 2016), enquanto a imputacéo do gendtipo foi
feita pelo software Minimac4 (DAS et al., 2016). Apés a imputacdo do genotipo, um CQ
adicional foi realizado para excluir individuos ou geno6tipos com taxa de chamada < 0,90,
SNPs com alelos de menor frequéncia (MAF) < 0,01, bem como SNPs com afastamento
extremo do equilibrio de Hardy-Weinberg (p <108). Finalmente, o nimero de SNPs que
permaneceu para as analises GWAS foi de 282.434 para DD, 280.898 para ET, 282.827
para ISC, 282.829 para DI, 282.492 para HI, 280.959 para HS, 280.844 para US, 280.854
para UP e 280.947 para WL.

Andlises de associacdo genémica ampla

Um modelo linear misto (MLM) foi usado para estimar os efeitos SNP usando o
pacote GCTA (YANG et al., 2011). O modelo univariado pode ser descrito da seguinte
forma:y = p + XB + Za + e, ondey é o vetor de dEBVs para cada caracteristica; p
¢ a média geral; B ¢ o efeito fixo do SNP sendo testado para associagdo estatistica com
cada caracteristica, a ¢ um vetor de efeitos poligénicos aleatérios [a ~ N(0, Go2)], onde
G é a matriz de relacionamento baseada na genémica (GRM; VANRADEN, 2008) e o2
€ a variancia genética aditiva; X e Z sao matrizes de incidéncia dos efeitos em B ¢ a,
respectivamente; e e € um vetor de residuos [e ~ N(0,Ic2)], onde | é uma matriz
identidade e o2 € a variancia residual. Ao usar dEBVs (com diferentes confiabilidades)
como fenoétipo em GWAS, recomenda-se levar em consideragdo as variancias residuais
diferenciais (JIANG et al., 2019). No entanto, houve pequena variabilidade nas
confiabilidades dEBV entre os individuos incluidos neste estudo (Tabela 1).

Anélises de associacdo baseadas em modelos lineares mistos foram realizadas
usando o software GCTA, excluindo o cromossomo que abriga o candidato SNP sendo
testado antes de calcular o GRM, que é um método conhecido como MLM-LOCO
(YANG et al., 2014). Este método é computacionalmente menos eficiente, mas mais
poderoso em comparagdo com a analise MLM, incluindo o cromossomo do SNP
candidato (YANG et al., 2014). Portanto, um total de 29 GRMs foram alternativamente
construidos por amostragem aleat6ria de 50.000 SNP de todos os cromossomos (apés
CQ) para evitar supercorrecao da estrutura da populagdo. Apdés as anélises GWAS, todos
0s SNPs foram classificados com base em seus p-valores e agrupados de acordo com seus

valores de desequilibrio de ligagdo (LD) (r? limiar de 0,9), que foi sugerido como um
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método preferivel em comparagdo com a estratégia tradicional de agrupamento LD
(PRIVE et al, 2018). O fator de inflagdio gendmica () foi calculado como A =
mediana(x2)/0.456 (BACANU et al., 2000), para o qual um intervalo de confianca de

95% do valor A foi posteriormente derivado.

Correcao de testes multiplos

Como um grande numero de marcadores foi testado, a correcdo de Bonferroni
tradicional seria altamente conservadora, pois nem todos os testes sdo independentes
devido ao LD entre os marcadores (JOHNSON et al., 2010). Assim, para evitar resultados
falso-negativos excessivos, aplicamos uma correcdo de Bonferroni modificada usando o
namero de segmentos cromossdmicos independentes (Me) no nivel do genoma (LI et al.,
2015) em vez do numero total de testes. O Me é uma funcdo do tamanho efetivo da
populacédo (Ne) e do comprimento do genoma (L) em Morgans, que pode ser calculado
como Me = (2 X Ne x L)/log(Ne x L) (GODDARD et al., 2011). Com base nos
relatorios atuais da literatura sobre espécies de mamiferos e na falta de valores de
conversdo mais precisos para bovinos, um cM foi considerado equivalente a um Mbp
(WANG et al., 2016), e o valor de Ne usado foi 66, pois é o valor de Ne mais conservador
relatado para a mesma populacdo de gado Holandés (MAKANJUOLA et al., 2020). O
nivel médio de LD na populagio estudada com base em |D'| e r? para marcadores
separados por 40-60 kb foi de 0,72 e 0,20, respectivamente (BOHMANOVA et al., 2010).
Um efeito SNP foi considerado estatisticamente significativo se seu -logio (P-valor) fosse
maior do que o limiar de todo o genoma, que foi calculado dividindo 0,05 por Me. O valor
de Me e o correspondente limiar de significancia utilizado foram 2.044,73 e 4,61,

respectivamente.

Analises gendmicas funcionais

As coordenadas SNP foram baseadas na montagem ARS-UCD1.2 do genoma
bovino de referéncia disponivel no acesso GenBank (GCA_002263795.2). O pacote
GALLO R (FONSECA et al., 2020) foi usado para detectar genes posicionais e locos de
caracteristicas quantitativas (QTL) localizados 100 Kb a montante ou a jusante dos SNPs
significativos. O banco de dados QTL utilizado foi o0 Animal QTLdbRelease 49 (HU et

al., 2019). Posteriormente, analises de enriquecimento funcional foram realizadas para o
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grupo de genes encontrados para cada caracteristica, usando a plataforma DAVID
(HUANG et al., 2009). Testes multiplos foram contabilizados com base na razdo de falsas
descoberta (FDR) de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises de associagado

Ap6s CQ (realizado antes das analises GWAS) e agrupamento baseado em LD, o
ndmero restante de SNPs informativos (e animais) foi: 234.244 (15.241) para DD,
234.739 (15.022) para ISC, 230.710 (10.125) para ET, 234.981 (15.329) para DI, 234.000
(14.003) para HI, 230.729 (10.149) para HS, 230.548 (10.054) para US, 230.617 (10.036)
para UP e 230.732 (10.163) para DLB. O limiar de Bonferroni modificado para a
significancia do genoma foi de 2,45 x 10~>. As Figuras 1 a 4 apresentam os graficos de
Manhattan para todas as caracteristicas. Os valores de A variaram de 1,07 a 1,10 e os
graficos Q-Q para todas as caracteristicas sdo mostrados no Apéndice |, indicando que a
estratificacdo populacional potencial foi devidamente contabilizada.

A lista de SNPs significativos e potenciais genes candidatos encontrados para cada
caracteristica sdo mostrados nas Tabelas 2, 3, 5 e 6. InformacGes detalhadas sobre o
GWAS, incluindo p-valores, efeitos SNP, MAF, QTL e potenciais genes candidatos
encontrados em um intervalo de 100 Kb upstream e downstream dos SNPs significativos
sdo fornecidos no Apéndice Il. O nuimero de SNPs significativos p-valor <
2,45 x 10~°) foi 15 para ISC, 22 para DD, 34 para ET, 14 para DI, 22 para HI, 28 para
HS, 33 para US, 24 para UP e 43 para DLB. N&o houve SNPs significativos localizados
em BTA10, BTA12, BTA20, BTA26, BTA27 e BTA28 para nenhuma das caracteristicas
avaliadas, enquanto BTA14 apresentou SNPs significativos para todas as caracteristicas.
O SNP rs110059642 (BTAJ5) foi o Unico associado a mais de uma caracteristica (DD e
HI) e sete genes estdo localizados proximos a este SNP. Além disso, vinte e oito genes
foram associados a duas outras caracteristicas, cinco com DD e ET, quatro com DD e DI,
14 com HI e HS e cinco com US e DLB (Apéndice Il). Nove desses genes estdo
localizados no BTA3, sete no BTA5, cinco no BTA13 e 14 no BTA19.

Varios QTL foram previamente relatados como localizados nas mesmas regides

gendmicas identificadas para indice de Satde do Casco, doengas infecciosas e néo
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infecciosas e podem ser classificados em diferentes grupos de QTL (Exterior, Salde,

Carne e Carcaga, Leite, Producdo e Reproducao) (Apéndice 1)

Figura 1. Grafico de Manhattan da analise de associacdo genémica ampla para o indice
de satde do casco usando genétipos imputados de painéis de alta densidade em gado
Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente significativos ap0s uma correcdo de
Bonferroni em todo o genoma sdo coloridos em vermelho.
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Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Figura 2. Grafico de Manhattan da andlise de associa¢do genémica ampla para dermatite
digital (a), eroséo do taldo (b) e dermatite interdigital (c) usando gendtipos imputados de
painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente
significativos apds uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sao coloridos em

vermelho.

a)

= |°910(P)

N 9 ” LI} © A % 9 4,9
Chromosome

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1T 1T 17T
NS R PP EPORRP

-|0910(P)

T 1T 1T 71
N s e 6 6 A B 9 e

oD

NI N
Chromosome
B
[ ]
6 -
L [ ]
@
~
& :
=4 ° °
o) ‘e .-l , .
o .. -
I ‘ 2
i ii |
T T T i T T T T T T T T T T T T i T U T T T
N L ” > % © A ® a.s@,@@¢,@@(\.&,@@¢,ﬁ»,ﬁb¢,@,@,{)@@
Chromosome

Fonte: Elaboracéo Propria.
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Figura 3. Grafico de Manhattan da analise de associacdo gendémica ampla para hiperplasia
interdigital (a), hemorragia de sola (b) e doenca da linha branca (c) usando gendtipos
imputados de painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs
estatisticamente significativos apds uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma séo

coloridos em vermelho.
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Figura 4. Grafico de Manhattan da analise de associacdo do genoma para Ulcera de sola
(@) e ulcera da pinca (b) usando genoétipos imputados de painéis de alta densidade em
gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente significativos apds uma correcéo de
Bonferroni em todo o genoma sd&  coloridos em  vermelho.
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Fonte: Elaboragéo Prdpria.

Indice de satide do casco
O GWAS para ISC encontrou 15 SNPs significativos distribuidos nos

cromossomos BTA3, BTA5, BTA8, BTAL1l, BTA14, BTA15 e BTAL7 (Apéndice I1). O
SNP mais significativo (rs3423383926) para ISC foi encontrado em BTA14:76.259.291
pb. Onze potenciais genes candidatos com funcdes bioldgicas conhecidas (Tabela 2)
foram encontrados préximos aos SNPs significativos, mas nenhum gene foi encontrado
proximo aos SNPs significativos localizados em BTAL1, BTA15 e BTA17. As anélises
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de enriquecimento funcional ndo identificaram nenhum termo de ontologia genética
significativo para ISC.

O ISC é uma combinacéo linear ponderada de caracteristicas de satde do casco,
usado como um indice de selecdo para melhorar geneticamente a satde do casco no gado
Holandés canadense. Onze potenciais genes candidatos foram encontrados abrigando ou
préximos aos sete cromossomos associados a esse indice. O gene NTNG1 (Netrin G1)
localizado no BTA3 codifica um membro da familia de proteinas Netrin. As netrinas
desempenham papéis fundamentais na organogénese e na morfogénese do tecido,
incluindo o direcionamento da migracéo celular, interacdes célula-célula e adesédo célula-
ECM, processos que séo importantes no reparo de feridas (IORIO et al., 2015). Um SNP
(rs135185485; BTA3: 36.106.918 pb) localizado proximo a esse gene se sobrepde a um
QTL relatado anteriormente (BTA3:36.159.478-36.159.482) para a espessura da
almofada digital (STAMBUK et al., 2020). O gene SLC2A13 (Solute Carrier Family 2
Member 13) localizado no BTAS é expresso na camada basal da epiderme e codifica
transportadores de mioinositol, que influencia a osmorregulacdo dos queratindcitos
epidérmicos primarios (FOSTER et al., 2020). Os genes GLIPR1 (GLI Pathogenesis
Related 1) em BTAS5 e CPNE3 (Copine 3) em BTA14 estdo associados a importantes vias
relacionadas a satde, como “Sistema Imunologico”, “Sistema Imunologico Inato” e
“Desgranulagdo de Neutrofilos”. O gene KLF9 (KLF Transcription Factor 9), localizado
em BTAS8, regula positivamente o TRIM33 para inibir a proliferacdo anormal de
fibroblastos, migracdo e inflamacdo (HUANG et al.,, 2022). Os fibroblastos
desempenham um papel fundamental na sintese de novo tecido conjuntivo e na sua
contragcdo para promover a cicatrizagdo de feridas (SHEPHARD et al., 2004). O gene
WWP1 (WW Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 1) também pode estar
envolvido na imunidade inata (ZHI e CHEN, 2012), e o sistema ubiquitina proteassoma
é um fator regulatorio chave na proliferacao, diferenciacdo e secrecdo de colageno de
fibroblastos da pele (SHEN et al., 2021).

Varios QTL (Apéndice Il) foram localizados nas regides genémicas ao redor dos
SNPs significativamente associados ao traco ISC. A profundidade do taldo é um tipo de
QTL externo que foi associado a uma incidéncia muito maior do que a media de lesbes
quando a profundidade era extremamente rasa em vacas holandesas canadenses
(CHAPINAL et al., 2013). Outros tipos de QTL foram relacionados a saude
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("suscetibilidade a tuberculose bovina", "mastite clinica”, "carga de nematoides
gastrointestinais”, "nivel de imunoglobulina G", "contagem de células somaticas" e
"resisténcia a carrapatos™), carne e carcaca (“quantidade de tecido conjuntivo™) e

peso corporal”,

producdo (*ganho médio diario",

altura corporal”, ingestdo de matéria
seca", "taxa de conversdo alimentar”, "duracdo da vida produtiva™ e "ingestéo residual de
racao"). O fato de as regides gendmicas associadas as doencas dos cascos também terem
sido relacionadas a outras caracteristicas relevantes indica a complexidade biolégica dos

mecanismos envolvidos na resisténcia as doencgas dos cascos.

Tabela 2. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados ao indice de satde do
€asco e 0s genes posicionais correspondentes identificados.

Cromossomo SNP Localizacdo MAF Efeito P-valor Genes
(bp)
BTA3 rs136526185 25.857.646 0,243 0,419 2,40x10% MAN1A2
rs135185485 36.106.918 0,479 -0,360 2,25x10% NTNGI1
BTAS5 rs133985262  5.101.492 0,452 0,328 2,10x10% GLIPR1,
KRR1
rs135930384 37.509.965 0,413 0,430 2,28x10% SNORAG62
rs137570103  40.978.630 0,219 -0,493 9,60x 10 SLC2A13
BTAS rs134623665 46.514.143 0,22 0,462 543x10%  SMCS5,
KLF9
BTA14 rs3423383926 76.259.291 0,014 -1,286 1,26x10% CPNES3,
RMDN1,
WWP1

BTA — autossomo do Bos taurus; MAF: alelo de menor frequéncia

Fonte: Elaboragéo Prdpria.

As caracteristicas de saude podem ajudar a explicar a relacdo desses QTL com as
doengas dos cascos. A suscetibilidade a tuberculose bovina pode estar associada a
eficiéncia dos sistemas imune inato e adaptativo na defesa do hospedeiro contra
tuberculose e micobactérias (KOUL et al., 2004; RAMAN et al., 2010). Além disso, vacas
com claudicagdo tém maior incidéncia de mastite em comparagdo com vacas saudaveis
(SOUZA et al., 2006). Foi relatado anteriormente que a prevaléncia de parasitas
gastrointestinais em burros estava associada a claudicacdo (AYELE et al., 2006) e o nivel
de 1gG no plasma de vacas leiteiras com altos niveis de claudicagdo aumentou
significativamente, indicando que a imunidade humoral é ativada pelo estressor da
claudicagdo (SUN et al., 2015). Krpalkova et al. (2019) relataram que a prevaléncia de

doenca do casco detectada no primeiro més da primeira e segunda lactacdes foi associada
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a um aumento de 58.000 e 45.000 células/ml de contagem de células somaticas em vacas
leiteiras, respectivamente. Varias regides gendmicas identificadas neste estudo foram
previamente associadas a resisténcia a carrapatos em bovinos (Apéndice II). Os
carrapatos estdo entre os mais relevantes vetores de doencas que afetam os rebanhos e a
selecdo para resisténcia pode ser uma ferramenta complementar para auxiliar no controle
parasitario em bovinos Nelore (PASSAFARO et al., 2015).

A quantidade de tecido conjuntivo é um QTL que também foi localizado em
algumas regides gendmicas (BTA8 e BTAL4) associado ao indice de saude do casco
identificado neste estudo e pertence ao tipo de classe de QTL de Carne e Carcaca
(Apéndice I1). O tecido conjuntivo é essencial para o crescimento e desenvolvimento
normais, mas muitas doencas tém sido associadas ha muito tempo com a quebra da matriz
colagenosa do o0sso, cartilagem e tecidos relacionados em humanos (REYNOLDS et al.,
1994). No que diz respeito a caracteristica QTL de producdo, Schopke et al. (2013)
relataram que novilhas entre 50 e 99 dias em lactacdo tiveram as maiores frequéncias de
laminite e aumento do estresse biomecanico causado por diferentes fatores (peso, classe
social, tempo em pé), o que foi uma causa presumida do aumento da suscetibilidade a
doencas dos cascos em vacas holandesas.

Este trabalho encontrou regifes de QTL previamente associadas ao peso corporal
ao desmame em bovinos de corte (KIM et al., 2003; MCCLURE et al., 2010). O alto peso
corporal pode aumentar a probabilidade de as vacas adquirirem doencas nos cascos
(PEREZ-CABAL e CHARFEDDINE, 2016). Em uma pesquisa para identificar as razdes
para distarbios do casco em gado leiteiro mestico, Kumar et al. (2019) relataram que peso
corporal superior a 410 kg, jarretes feridos e animais com cascos anormais foram grupos
de risco significativos para distarbios do casco com maior incidéncia (43,0%, 51,7% e
32,6%, respectivamente). Assim, o peso corporal pode influenciar a incidéncia de
doencas dos cascos, pois as vacas tém uma capacidade limitada de mudar o peso da frente
paratras, e € uma importante medida de acompanhamento para os produtores. (NEVEUX
et al., 2006).

Doencas infecciosas
Alguns SNPs foram associados a doengas infecciosas dos cascos, com 22, 34 e 14

SNPs associados a DD, ET e DI, respectivamente (Apéndice Il). Esses SNPs estdo
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localizados em BTAL, BTAS3, BTA4, BTAS5, BTA6, BTA7, BTA9, BTA1l, BTA14,
BTA15, BTALl7, BTA18, BTA2l, BTA22, BTA23 e BTA29. Os SNPs mais
significativos para DD, ET e DI foram rs3423092961 (BTAL1:61.741.423 pb), rs42827399
(BTA3:69.154.162 pb) e rs42308602 (BTA3:105.507.597 pb), respectivamente. As
regides gendmicas ao redor dos SNPs significativos para essas doencas infecciosas dos
cascos abrigam 52 potenciais genes candidatos para DD, 25 para ET e 25 para DI (Tabela
3). Oito termos significativos de Ontologia Genética (OG) foram identificados para DD
(Tabela 4), mas nenhum termo significativo foi encontrado para DI e ET. Quatro vias
KEGG foram significativas para DD e todas elas contém quatro genes em comum,
enquanto dois genes sdo especificos da via.

Dermatite digital, DI e ET séo trés doencas infecciosas relacionadas aos cascos
(KNAPPE-POINDECKER et al., 2013). A DD ¢ transmitida via ambiente por um agente
infeccioso que pode infectar células queratinizadas nas camadas epidérmicas, resultando
na producdo de uma toxina queratolitica, que estimula a proliferacdo e hiperplasia
epidérmica (BIEMANS, 2018; BAY et al., 2023). A DD tem alta prevaléncia (13,3%) em
bovinos da raca Holandesa Canadense (Lactanet, 2022). ET e DI sdo geralmente mais
frequentes em rebanhos em free-stall com ambientes imidos e sem higiene (KNAPPE-
POINDECKER et al., 2013). O presente estudo identificou varios SNPs associados a
essas caracteristicas (Tabela 3), incluindo picos nitidos do gréafico de Manhattan (Figura
2) localizados em BTA3 (103,7 — 113,1 Mb) para todas as trés caracteristicas, em BTA14
(46,1 — 54,5 Mb) para ET, e em BTA23 (24,04 — 27,4 Mb) para DD.

Varios SNPs localizados em BTA3 (105,4 — 108,4 Mb), que foram associados
com DD, se sobrepdem com QTL relatado anteriormente para mastite clinica em bovinos
leiteiros (LUND et al., 2008; SAHANA et al., 2008; SODELAND et al., 2011). Este é
um resultado interessante, pois DD e mastite sdo moderadamente correlacionados
geneticamente (0,49; LAl et al., 2021a). Esta regido genémica também contém outro SNP
(rs136841499; 108,4 Mb) associado ao ET, enquanto seis SNPs associados ao DI estdo
localizados entre 103,7 € 113,1 Mb no BTA3 (Apéndice Il). Portanto, hd uma necessidade
de
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Tabela 3. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados a dermatite digital (DD), eroséo do taldo (ET) e dermatite interdigital (DI)
e 0S genes posicionais correspondentes identificados para cada caracteristica.

Trait  Chr. SNP Locz(itl)i;;agéo MAF Efeito P-valor Genes
DD BTA3  rs110469750  105.416.679 0,162 -0565 1,563 x 100 bta-mir-30c, CITED4, KCNQ4, NFYC
BTA3  rs134482817  108.418.529 0,346 0,415  4,43x 10 GNL2, DNALIZ1, SNIP1, MEAF6, ZC3H12A
BTA4  rs110772395  66.459.980 0,457 -0,40 2,13x 100 SCRN1, WIPF3
BTA5  rs110059642  30.490.039 0,470 0,462 3,46 x 10" DNAJC22, C1QL4, TROAP, PRPH, LOC100141266, TUBA1C
BTA1l rs133164915  13.424.522 0,470 -0,40 7,00 x 10796 PAIP2B, NAGK, TEX261, ANKRD53, ATP6V1B1, VAX2
BTA15  rs42292090 25.697.256 0,286 -0,422 1,99 x 100 CADM1
05 PSKH1, PSMB10, LCAT, SLC12A4, DPEP3, DPEP2, DDX28,
BTA18  rs41867436 35.495.635 0,320 -0,432 1,38x 10 DUS?2. NFATC3
BTA23  rs43560906 24.049.990 0,399 0,473 7,53 x1070¢ PKHD1
BTA23  rs42026986 24.479.417 0,479 0,485 2,64 x 100 bta-mir-206
BTA23 rs135621404  24.679.900 0,361 0,495 8,66 x 10 IL17A, IL17F, MCM3
06 TNXB, CYP21, LOC107131209, C4A, STK19, DXO, SKIV2L,
BTA23 rs110882211  27.410.296 0,377 0,512  1,52x10 NELFE. CFB, Co. ZBTB12 EHMT2, SLCA4A4. NEUL
ET BTAl  rs132052405  58.819.228 0,314 -0,414  2,45x10% CCDC191, QTRT2, DRD3, U6
BTA3 rs42827399 69.154.162 0,258 -0,420 7,23 x 1077 MSH4, RABGGTB, ACADM
BTA3  rs136841499  107.217.851 0,300 -0,367 1,02 x 10°% RRAGC, GNL2, DNALI1, SNIP1, MEAF6, ZC3H12A
BTA14  rs132724908  46.115.111 0,269 -0,403  4,05x 10 SAMD12, EXT1
BTA14 rs132966793  47.030.567 0,307 0,376 8,60 x 10;)06 SLC30A8
rs133592705;  47.444.470; 0,409; -0,353 2,10 x 107,

BTALY 151090143000 47470072 0314 -0386  7.17 x 10°% AARD, RAD21, UTP23
BTA14  rs42377719 48575519 0,398 0,350 1,59 x 10 TRPS1
BTA14  rs43146429 51.532.004 0,082 0,704 9,11 x 1077 CSMD3
BTA14  rs135454249  53.513.628 0,094 0,592  3,31x 1076 U6
BTA14 rs110635364  54.501.345 0,115 -0,533 5,38 x 10 KCNV1, 55 rRNA



BTA21
BTA29

DI BTA3

BTA3

BTA3

BTA3

BTA3

BTA3

BTA9

BTA9
BTA14
BTAl7

rs42264063
rs42187737

rs43680962
rs3423161005
rs42308602
rs3423160488
rs110523893
rs110151709
rs41570350
rs134732921
rs133041303
rs41832599

8.645.052
42.718.801

103.758.367
103.786.184
105.507.597
105.622.346
106.231.687
113.151.909
96.184.998
96.647.092
47.800.762
4.109.301

0,163
0,108

0,463
0,323
0,439
0,399
0,216
0,147
0,380
0,475
0,259
0,360

0,431
0,511

0,363
0,444
0,480
0,387
0,506
-0,502
0,489
-0,431
0,474
-0,428

1,24 x 1079
1,42 x 10

2,42 x 10°%
2,60 x 107
3,33x 10”7
2,19 x 10°%
1,68 x 10°%
1,58 x 10°%°
6,32 x 107
1,32 x 10%
2,06 x 10°%
1,02 x 10%

40

ARRDC4
SLC22A11

CCDC30, PPCS, ZMYND12, RIMKLA
FOXJ3
KCNQ4, NFYC, RIMS3, bta-mir-30c
SMAP2
MFSD2A, MYCL, TRIT1, BMP8B, PPIE, U6
SAG, DGKD, USP40
PNLDC1, MAS1, IGF2R
SLC22A3, PLG, MAP3K4
u6
TMEM131L

BTA — autossomo do Bos taurus; MAF: alelo de menor frequéncia

Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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investigar mais essa regido genémica por meio de uma triagem mais refinada usando
dados de sequéncia do genoma completo. Alguns genes dessa regido do BTA3 foram
previamente associados a doencas causadas por bactérias. Por exemplo, ZC3H12A (zinc
finger CCCH-type containing 12A) foi associado a mastite em gado leiteiro (SHARIFI et
al., 2018; UMESH et al., 2022) e dois SNPs proximos (ou seja, rs134482817 e
rs137184511) se sobrepdem com um QTL relatado anteriormente para ET (Apéndice I1).
Os genes CITED4 (Cbp/p300 interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-
terminal domain 4) e NFYC (nuclear transcription factor Y subunit gamma) foram
encontrados préximos a variantes associadas ao status de infeccdo de Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis em gado Holandés (SETTLES et al., 2009). Variantes
no gene CITED4 também foram associadas a contagem de mondcitos em humanos
(SAKAUE et al., 2021). O RIMS3 (Regulating synaptic membrane exocytosis 3) também
estd associado a adaptacdo hospedeiro-patégeno ao Mycobacterium tuberculosis
(PHELAN et al., 2023). Os genes MFSD2A, MYCL, TRIT1 e PPIE foram encontrados
préximos a um SNP (rs110237486) associado a prevaléncia de mastite em gado Black
Pied aleméo de duplo propdsito (MEIER et al., 2020), e PPIE (Peptidylprolyl Isomerase
E) codifica um membro da familia das PPlases, que estdo associadas a regulacdo das
funcGes de imunidade inata e adaptativa (NATH e ISAKOV, 2015).

Outra importante regido gendmica (BTA3: 24,05 -27,41 Mb) foi associada a DD
(Tabela 3). Essa regido abriga genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC), conhecido como Antigeno Leucocitario Bovino (BoLA; TAKESHIMA e AIDA,
2006) e esta relacionado a regulacdo imunoldgica contra doencas infecciosas. Os SNPs
localizados nesta regido da BTA23 foram previamente associados a viabilidade da vaca
holandesa e doengas infecciosas em bovinos (FREEBERN et al.,, 2020). IL17A
(Interleucina 17A) e IL17F (Interleucina 17A) sdo membros da familia IL-17 e
influenciam a defesa do hospedeiro, trafego celular, modulacdo imune e reparo tecidual,
com funcdes importantes na inducdo de defesas imunes inatas (GE et al., 2020). A
ativacdo da via de sinalizacdo pro-inflamatdria da IL-17 pode influenciar a progressao da
DD em gado Holandés Friesian (VERMEERSCH et al., 2022). Além disso, a IL17A tem
sido associada a tuberculose bovina (WATERS et al., 2016) e a contagem de células
somaticas em bovinos da ragca Holandesa Chinesa e Sanhe da Mongodlia Interior (USMAN

et al., 2017). SNPs localizados nos genes IL17A e IL17F também foram associados a
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producéo de leite na ragca Holandesa Chinesa (GHULAM-MOHYUDDIN et al., 2022),
indicando potencial QTL pleiotropico nesta regido. Os genes C2 e C4A foram
previamente associados a resposta inflamatoria (ALPER et al.,, 2003; KORWIN-
KOSSAKOWSKA et al., 2022) e o C4A foi associado a expressao génica de mecanismos
inflamatorios no parénquima da glandula maméria de vacas leiteiras (KORWIN -
KOSSAKOWSKA et al., 2022). O gene CFB estd associada a mastite em bovinos
(SHARIFI et al., 2018) e doenca respiratoria bovina em bovinos mesticos comerciais
(SCOTT et al., 2021).

Duas vias (“cascastas de complemento e coagulagdo” e “infeccdo por
Staphylococcus aureus”) foram significativamente enriquecidas para DD. “Cascatas de
complemento e coagulagdo” ¢ um sistema de proteinas plasmaticas que ¢ ativado pela
infeccdo por patdgenos (MARKIEWSKI et al., 2008). As trés principais consequéncias
dessa ativacdo do complemento sdo: 1) opsonizagdo de patdgenos; 2) recrutamento de
células inflamatorias e imunocompetentes; e 3) morte direta de patdgenos (BAJIC et al.,
2015). Staphylococcus aureus é um patdgeno que frequentemente causa infeccdes de pele
e tecidos moles. Sua viruléncia é consequéncia da supressdo das respostas imunes inata e
adaptativa (DEDENT et al., 2013). A estafiloquinase, secretada por S. aureus, promove
0 estabelecimento de infec¢des cutaneas em humanos e aumenta a penetracao bacteriana
através das barreiras cutdneas por meio da ativacdo do plasminogénio (KWIECINSKI et
al., 2013). Portanto, o processo biologico significativo para DD (“imunidade inata” e “via
do complemento”) pode influenciar a suscetibilidade da vaca a problemas de satide do
casco.

Vinte e dois SNPs localizados entre 46,1 e 54,5 Mb em BTA14 foram associados
com ET. Esta importante regido genémica se sobrepde a SNPs previamente relatados
localizados em uma regido entre 48,1 e 49,9 Mb que foram associados a infec¢do do
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis em gado Holandés (MALLIKARJUNAPPA
et al., 2018). Além disso, outros potenciais genes candidatos foram encontrados nesta
regido genémica. Por exemplo, TRPS1 (Transscriptional Repressor GATA Binding 1) é
um gene regulador chave que influencia a regeneracéo de feridas (MASCHARAK et al.,
2022). EXT1 (Exostosin Glycosyltransferase 1) esta relacionado ao fator de crescimento
de fibroblastos, que pode mediar varios processos, incluindo a cicatrizagéo de feridas

(LIU et al., 2021). EXT1 foi encontrado como um gene candidato para malformagéo de
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pés e pernas em bovinos Nelore (SILVA et al., 2022). O RAD21 (RAD21 Cohesin
Complex Component) participa da senescéncia celular em fibroblastos dérmicos e sua
expressao foi associada a capacidade proliferativa de fibroblastos na derme (OKUNO et
al., 2022). SAMD12 (sterile alpha motif domain containing 12) esta envolvido na via de
sinalizacdo da proteina tirosina quinase do receptor transmembrana, que tem funcées de
resposta imune, incluindo resisténcia a mastite em bovinos da raca Holandesa (WAGNER
et al., 2021). CSMD3 (CUB e Sushi Multiple Domains 3) é um gene candidato para
tamanho corporal em bovinos (AN et al., 2019; GHOREISHIFAR et al., 2020). Isso é
relevante, pois um estudo anterior relatou associagdo entre peso corporal e distirbios dos
cascos em vacas holandesas espanholas (PEREZ-CABAL e CHARFEDDINE, 2016).

O gene PLG (Plasminogénio) localizado no BTA9 contém marcadores
significativos associados a DI. PLG codifica uma serina protease ativa plasmina, o
principal mediador enzimatico da fibrindlise que desempenha um papel fundamental na
dissolucédo de proteinas-chave envolvidas na imunidade e reparo tecidual (SEILLIER et
al., 2022). Varios QTL foram encontrados exclusivamente para doencas infecciosas dos
cascos (Apéndice Il). QTL para DD e ET também foram encontrados por Croué et al.
(2019) apoiando a associacdo das regides QTL encontradas no estudo atual com as
doengas infecciosas dos cascos. Outras caracteristicas de saude foram previamente
associadas a SNPs localizados nas regides gendmicas identificadas neste estudo,
incluindo "Resposta imune mediada por anticorpos”, "Suscetibilidade ao virus da
leucemia bovina", "Encefalopatia espongiforme bovina”, "Volume final de hemécias
compactadas”, " Suscetibilidade geral a doenca”, "Volume inicial de gl6bulos
vermelhos", "Nivel de interleucina-4", "Concentragdo média de hemoglobina
corpuscular" e "NUmero de glébulos brancos" (Arquivo complementar 2;
https://figshare.com/s/ 8fb6aba738fdc041cd05). Foi relatada a possibilidade de
transmissdo do virus da leucemia bovina através de equipamentos do casqueador
(KUCZEWSKI et al., 2022). Finalmente, os QTLs encontrados nas regides gendmicas
destacadas no presente estudo também estdo associadas a doencas que afetam a resposta
imune (WALDVOGEL et al., 2000) e alteracGes hematoldgicas decorrentes de infecges
(BENGALY et al., 2002).
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Tabela 4. Termos significativos na analise de anotacéo funcional para grupos de genes

identificados para dermatite digital em bovinos da raca Holandesa Canadense.

Banco de dados

g Termo Genes FDR
original
Complement and
. C4A, C2, LOC107131209, .02
KEGG_PATHWAY coagulation CFB. LOC781663 1,90x10
cascades
Staphylococcus C4A, C2, LOC107131209, 02
KEGG_PATHWAY aureus infection CFB, LOC781663 1,90x10
UP_KW_BIOLOGIC Innate immunit C4A, C2, LOC107131209, 1 90x1092
AL_PROCESS y IL17A, CFB ’
UP_KW_BIOLOGIC Complement 02
AL _PROCESS pathway C4A, C2,L0C107131209  1,90x10
Alcoholic liver C4A, C2, ILLTA,
KEGG_PATHWAY disease LOC107131209, 4,70x10°%2
LOC781663
. C4A, C2, LOC107131209, 02
KEGG_PATHWAY Pertussis LOC781663 4,70x10
DDX28, PKHD1,
AOA3Q1IN4X0_BOVIN,
. CADM]1, C1QL4, C2, 02
UP_KW_DOMAIN Signal LOC107131209, C4A, CFB, 4,20x10
DPEP2, DPEP3, IL17A,
IL17F, LCAT, NEU1, TNXB
DDX28, C2, CFB, DXO,
UP_KW_MOLECUL Hydrolase DPEP2, MCM3, NEU1, 4,20x10°%2

AR_FUNCTION

PSMB10, TUBALC,
ZC3H12A

KEGG_PATHWAY: (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é uma colecdo de
bancos de dados que lidam com genomas, vias bioldgicas, doencas, drogas e substancias
quimicas; UP_KW_BIOLOGICAL_PROCESS: (UniprotKB Keywords) Palavras-chave
atribuidas a proteinas porque estdo envolvidas em um determinado processo bioldgico;
UP_KW_DOMAIN: (UniprotkKB Keywords) Palavras-chave atribuidas ao dominio de
proteinas; UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION: (UniprotKB Keywords) Palavras-
chave atribuidas a proteinas devido a sua funcdo molecular particular. FDR: razéo de

falsas descobertas
Fonte: Elaboragéo Prdpria.

Doencas néo infecciosas

Vinte e dois, 28, 33, 24 e 43 SNPs foram significativamente associados a HI, HS,
US, UP e DLB (Apéndice Il). Esses SNPs estdo localizados em BTAL, BTA2, BTAS3,
BTA4, BTA5, BTA6, BTA8, BTA1l, BTA13, BTA14, BTA15, BTA18, BTA19,
BTA22, BTA23, BTA24 e BTA25. Os SNPs mais significativos para HI, HS, US, UP e

DLB foram o0s seguintes:

rs110059642 (BTA5:30.490.039 pb),

rs133310420
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(BTA14:14.517.929 pb), rs43406546 (BTA13:61.576.570 pb), rs3423092 867 (BTAS:
111.524.854 pb) e rs3423092868 (BTA21:47.577.713 pb). Os cromossomos que abrigam
doencas ndo infecciosas apresentaram 33, 85, 96, 23 e 50 potenciais genes candidatos
associados a HI, HS, US, UP e DLB, respectivamente (Tabelas 5 e 6). O SNP
rs109185030 (BTA14:19.923.818 pb) identificado para HI foi relatado anteriormente por
Solzer et al. (2022) e esta localizado proximo ao gene PPDPFL (Pancreatic Progenitor
Cell Differentiation and Proliferation Factor Like), que tem sido associado a fertilidade
feminina em bovinos (MOHAMMADI et al., 2020; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2019).
Além disso, 0 SNP rs109265528 (BTA13:58.741.419 pb) esta proximo ao gene CTCFL
(CCCTC-Binding Factor Like) que foi previamente relatado como associado a US
(SOLZER etal., 2022) e fertilidade masculina (HAN e PENAGARICANO, 2016 ; CHEN
etal., 2021).

Trinta e cinco termos significativos de GO foram associados a caracteristicas ndo
infecciosas de saude do casco (Tabelas 7 e 8), incluindo 12 para HS, seis para US e 17
para DLB. Nenhum termo GO foi enriquecido para UP e HI. Dois grupos de genes foram
enriquecidos para os termos GO para HS (Tabela 7). O primeiro contém 13 genes
relacionados a queratina e 0 segundo grupo contém trés genes encontrados em oito termos
GO (Tabela 7), incluindo o processo bioldgico cascata JAK-STAT envolvido na via de
sinalizacdo do hormonio do crescimento. Seis termos GO e cinco genes foram
considerados significativos para Ulcera de sola (Tabela 7). Cinco genes foram associados
a termos GO significativos para DLB (Tabela 8) e sdo importantes para dois processos
bioldgicos e componentes celulares.

Cinco doencas ndo infecciosas dos cascos (HS, US, UP, DH e DLB) foram
incluidas neste estudo. A cépsula do casco é formada por tecido epidérmico cornificado
conhecido como corno, que é descrito em ordem decrescente de dureza, como parede,
sola, taldo e linha branca. O corno € produzido pelos queratinocitos da epiderme pelo
processo especializado conhecido como queratinizagdo (HOBLET e WEISS, 2001). Para
HS, 13 genes da familia da queratina (LOC100295015, LOC618495, LOC100294937,
LOC788284, LOC787225, KRTAP1-1, KRTAP3-3, LOC540285, KRTAP3-1,
LOC618938, KRT40, KRT23 e KRT39) foram encontrados proximos o SNP (rs29021711;
BTA19: 41,17 MB). Esta familia de genes foi enriquecida por dois componentes celulares

significativos ("Filamento de queratina™ e "Queratina") e uma fun¢do molecular
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Tabela 5. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados a hiperplasia interdigital (HI), hemorragia da sola (HS) e doenga da linha
branca (DLB), e 0s genes posicionais correspondentes identificados para cada traco.

Trait Chr SNP Localizacéo MAF Efeito P-valor Gene
(bp)
HI BTAl rs43752749 156.605.854 0,400 0.410 1,67 x 1070¢ KCNH8
BTA3 rs42229132 74.290.762 0,472 -0.400 1,35 x 100° PTGER3
BTA3 rs137453584 75.118.146 0,302 -0.464 4,01 x 10 LRRC7
BTA5 rs134637644 29.517.071 0,430 -0.442 2,30 x 10 LARP4, FAM186A
BTA5 rs110059642 0.537 7,82 x 107 DNAJC22, C1QL4, TROAP, PRPH,
30.490.039 0,470 ' LOC100141266, TUBALC
BTA6 rs43469698 72.486.258 0,256 0.497 1,49 x 107 POLR2B
BTAl4 rs134834189 19.872.674 0,172 -0,474 2,34 x 10; CLXN, SNAI2, PPDPFL
rs109185030 19.923.818 0,170 -0,474 2,34 x 10
BTAl4 rs41729907 45.283.009 0,224 -0,601 8,71 x 10 TNFRSF11B
BTAL5 rs41762520 36.237.453 0,436 -0,430 2,16 x 10 SOX6
BTA19 rs137336235 42.499.048 0,290 -0,468 9,46 x 10 STAT5A, STAT3, CAVIN1, ATP6V0AL
BTA19 rs137013516 4,87 x 10 RDM1, LYZL6, RPRML, GOSR?2,
45.260.060 0,405 -0,425 WNT9B
BTA22 rs135958722 1,68 x 107 DCP1A, TKT, PRKCD, RFT1,
47.788.970 0,338 -0,416 SFMBT1
BTA23 rs3423484689 50.286.822 0,420 -0,447 1,03 x 10 PXDC1, SLC22A23
HS BTAl rs43263479 4,46 x 107 bta-mir-15b, bta-mir-16b, KPNA4,
107.060.820 0,403 -0,380 SCARNA?7, TRIM59, SMC4, IFT80
BTA1l rs136406107 107.259.941 0,470 0,339 2,21 x10% C1H30rf80
BTA1 BOVINEHD0100030625 107.405.038 0,443 0,384 1,45 x 1076 LOC511229, IL12A
BTA4 rs110116504 70.569.760 0,392 -0,391 2,00 x 10 NPVF
BTA5 rs132903239 73.767.718 0,341 0,412 2,12 x 10° RASD2, MB, LOC616957
BTA5 rs136384957 111.982.189 0,265 0,421 2,12 x 10 MCHR1, SNORA75, SLC25A17, U6



BTA19
BTA19

BTA19

BTA19

BTA19

BTA19

BTA19
BTA22
BTA24
BTA24
BTA24
BTA25
BTA25
BTA25

DLB BTAl
BTA3

rs29021711

rs3423466061

rs136150264
rs208052147

rs110562505
rs41915629
rs109506665

rs41922604

rs41922552

rs29016268
rs133036426
rs133695331
rs109699268

rs42075838
rs110737393
rs135797510

rs42421633
rs133230168

41.179.898

42.441.917
42.524.370
42.656.214

44.399.011
44.433.254

44.687.636

45.237.730

45.349.588
44.248.276
43.581.540
45.169.311
46.162.454
37.411.428
37.586.325

39.077.371

145.423.595
11.118.671

0,454

0,490
0,409
0,377

0,090
0,090

0,105

0,116

0,202
0,339
0,454
0,418
0,292
0,490
0,441

0,140

0,361
0,401

-0,330

-0,366
-0,351
-0,353

0,594
0,592

0,546

0,479

0,407
-0,382
0,375
0,353
-0,396
-0,373
0,351

0,418

0,486
-0,427

2,32 x10%

1,65 x 100
4,23 x 10

6,62 x 10°°

7,34 x 107:
7,94 x 10

6,45 x 10°0°

1,585 x 10°%
1,50 x 10°%°
2,45 x 10°%°
9,41 x 1079
8,42 x 107
7,04 x 107
4,12 x 107

6,74 x 10°%

2,61 x 10
8,49 x 10
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KRT23, KRT39, KRT40, KRTAP3-3,
LOC100294937, KRTAP3-1,
LOC540285, LOC618495, KRTAP1-1,
LOC788284, LOC787225,
LOC100295015
STATSB, STAT5A, STATS, CAVIN1,
ATP6VOAL, NAGLU
HSD17B1, COASY, MLX, PSMC3IP,
RETREG3, TUBG1, TUBG2,
PLEKHH3, CCR10, CNTNAP1, EZH1
CCDCA43, DBF4B, ADAM11, GJC1

EFTUD2, CCDC103, FAM187A,
GFAP, KIF18B, C1QL1, DCAKD,
NMT1, PLCD3
RDM1, LYZL6, RPRML, GOSR2,
WNT9B
WNT3, NSF
ARHGEF3
FAM210A, RNMT, MC5R, MC2R
7SK, U4
RNF165, LOXHD1
TRRAP, TMEM130, NPTX2
BAIAP2L1
SLC29A4, WIPI2, MMD2, RADIL,
PAPOLB

5S_rRNA, PCBP3
SPTAL, OR10Z1, OR10X1, OR10X1D,
OR10X1C



BTA3 rs110909706
BTA5 rs109119430
BTAS8 rs41591759
BTAS8 rs134913818
BTA13 rs41700752
BTA16 BOVINEHD1600015916
BTA21 rs109718824
BTA21 rs42918279
BTA21 rs133819443
BTA21 rs41643781
BTA25 rs41257233
BTA25 rs136435786
BTA25 rs134365711

11.230.799
33.814.251
108.648.399
107.888.774

62.137.479

55.803.782
45.506.899
47.260.394
48.040.788
48.482.014
231.298

481.855

25.579.598

0,481
0,360
0,410
0,287

0,411

0,383
0,484
0,410
0,346
0,274
0,130

0,172

0,186

-0,445
0,534
-0,365
-0,357

0,372

0,455
0,382
0,423
-0,468
-0,594
0,516

0,460

0,535

4,93 x 10
1,56 x 107
1,25 x 10°%°
1,70 x 10°%

2,28 x 10

2,02 x 10°%
1,96 x 10°%
2,12 x 10%
1,31 x 10°%
4,19 x 107

8,57 x 10°0°

6,73 x 10°0°

1,67 x 10%
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OR6P1, OR6Y1, OR10R3, OR10K1
SLC38A2
BRINP1
55_rRNA
COMMD?7, DNMT3B, MAPREL,
EFCABS
GPR52
PRORP, PSMA6, U6
SLC25A21
TTC6
CLEC14A
RHBDF1, MPG, NPRL3, HBA, HBAL,
HBQ1, HBM, HBZ, LUCTL,
FAM234A, RGS11, ARHGDIG,
AXIN1
NME4, DECR2, RAB11FIP3,
CAPN15, PRR35, NHLRC4, PIGQ,
RAB40C, WFIKKN1, METTL26,
MCRIP2, RHOT2, RHBDL1
XPO6

BTA — autossomo do Bos taurus; MAF: alelo de menor frequéncia

Fonte: Elaboragao Prdpria.
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Tabela 6. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados a Ulcera de sola (US) e Ulcera da pinga (UP) e 0s genes posicionais
correspondentes identificados para cada caracteristica.

Trait Chr. Variant Localizagéo (bp) MAF Efeito P-valor Genes
US BTA4 rs110858645 40.454.370 0,353 -0,412 1,65 x 10°° LOC518526, CD36
BTA4 (5137157728 40.456.319 0434  -0390  1,10x10% GNAT3
BTA4 rs43384692 39.526.997 0,413 -0,392 1,97 x 10°° U6
6. SMIM41, ATG101, NR4AL, TAMALIN,
1109080959 rs110368895 gggg%g 8’183 %‘27721 352%’; 11%_06’ ACVR1B, ACVRL1, ANKRD33, FIGNL2,
BTAS 965 : ’ : SCNBA
BTAI3 5109265528 58.741.419 0,273 0381  137x10% PCK1, CTCFL, RBM38, RAE1, SPO11
5111023864 60.331.281 0353  -0473  1,95x 10°%: ANGPT4, FAM110A, SLC52A3, SCRT2,
BTAI3 5136459797 60.376.862 0,313 0508 1,59 x 10°% SRXN1, TCF15
1133090941 61.513.329 0,274 0614 3,88 x 10°%: TTLLY, PDRG1, XKR7, CCM2L, HCK,
BTAI3 (5132702901 61.525.980 0301  -0458 7,28 x 10" TMOSF4
-06.
15109434648; 15135638111 0080658 0,314 0503 1,62x10 % PLAGL2, POFUT
5109849274 61.712.826 0,327 0438 162x10°° 1, KIF3B, ASXL1, NOLAL
BTA13 61.787.008 0,473 -0,412 2,99 x 10 ’ ’ ’
BTAL3 541707268 62.042.234 0307  -0548  2.48x 10" COMMD?
BTA13 (541700764 62.146.317 0454 0392  489x10° DNMT3B, MAPREL, EFCABS
5110484302 62.435.827 0,152 0497 2,05 x 10°%: BPIFB6, BPIFB3, BPIFB4, BPIFA2A,
BTA13 5110481287 62.445.790 0,278 0530 1,80 x 10 LOC112441508
STALS 5109859513 63.941.775 0,480 0367 4,46 x 10 ITCH, DYNLRTBP1é3'\I"|\AIFF:21LC3A’ PIGU,
S TALS 5110256558 64.505.651 0,234 0586  7.49x10%  EDEM2, PROCR'S"Q'V&F&Z{‘ , BIF6, FAMBSC,
BTAL3 5137129366 65.106.036 0,248 0435 1,60 x 10 5S_rRNA, PHF20, SCAND1, CNBD?2
BTA13 541566230 67.031.814 0,332 0412  515x 10 U6, TGM2, KIAA1755
BTA14 5109730339 8.243.576 0484  -0402 199 x 10 CCN4, TG, SLA
BTAL4 (541841264 15.767.643 0,180 050 457 x 10 TMEM65, FER1L6
BTALS 5134543315 20.675.982 0,119 0528 2,09 x 10 CDHS8



rs108984194
BTA18
rs110502730
BTA19
UP BTAS8 rs41588268
BTAS8 rs109900656
BTAS8 rs43544402
BTA8 rs109708445
BTA8 ARS-BFGL-NGS-11454
BTAS8 rs3423093234
BTAll rs109000445
BTA13 rs41705775
BTA13 rs109140327
BTA23 rs133432683

56.106.285

27.838.415

22.183.217
31.423.383
31.646.305
110.694.958
112.052.712
112.262.700
86.950.801
63.424.678
64.192.070
11.919.538

0,050

0,431

0,251
0,498
0,462
0,454
0,270
0,358
0,420
0,074
0,129
0,351

-0,747

0,381

-0,535
0,459
0,427
-0,294
-0,389
-0,330
-0,448
-0,795
-0,607
0,486

1,67 x 10°%

5,91 x 10°0°

4,89 x 10
1,29 x 10%
1,89 x 10°%
1,18 x 10°%
2,58 x 107
1,48 x 107
2,84 x 107
2,95 x 1070°
1,51 x 10°%
2,07 x 10%
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PRRG2, PRR12, RRAS, SCAF1, IRF3,
BCL2L12, PRMT1, ADM5, CPT1C, TSKS,
AP2A1, FUZ, MED25, PTOV1
ALOXE3, HES7, PER1, VAMP2, U8, UG,
TMEM107, BORCS6, AURKB, CTC1, PFAS,
RANGRF, SLC25A35, ARHGEF15

CDKN2B, CDKN2A, MTAP
LURAPI1L
TYRP1
RAB14, GSN, STOM
MYT1L, PXDN
TPO, SNTG2
PDIA6, ATP6V1C2, NOL10
RALY, EIF2S2
NCOAG6, GGT7, ACSS2, GSS, MYH7B
ZFAND3

BTA — autossomo do Bos taurus; MAF: alelo de menor frequéncia

Fonte: Elaboragéo Prdpria.



Tabela 7. Termos significativos na analise de anotacdo funcional para grupo de genes identificados para Ulcera de sola (US) e hemorragia

de sola (HS) em bovinos da raca Holandesa Canadense.

o1

Banco de dados

Caracteristica original Termo Genes FDR
LOC100295015, LOC618495 LOC100294937,
HS GOTERM—TCC—D'REC Keratin filament LOC788284, LOC787225, KRTAP1-1, KRTAP3-3,  3,80x10°10
LOC540285, KRTAP3-1, LOC618938
HS LOC100295015, LOC618495, LOC788284,
Up—ggvmggk:éi:}m— Keratin LOC787225, KRTAP1-1, KRTAP3-3, KRT40, 5.90x10°
LOC540285, KRTAP3-1, LOC618938
HS High sulphur keratin-associated LOC100295015, LOC618495, LOC788284, .06
INTERPRO orotein LOC787225, KRTAP1-1, LOC540285, LOC618938  +°0X10
HS GOTERM_MF_DIREC Ny LOC100294937, KRTAP3-3, KRT40, N
T Structural molecule activity  \5A301Mgy7_BOVIN, KRT23, KRTAP3-1, KRT39  +40x10
HS GOTERM_BP_DIREC JAK-STAT cascgde 1gvolved n STAT3. STATSA, STATSB 2 60X102
T growth hormone signaling pathway
HS INTERPRO STAT transcription factor, core STATS5A, STATS5B, STAT3 6,00x103
HS INTERPRO STAT transcription factor, DNA- STATSA, STATSB, STAT3 6,00x103
binding, subdomain
HS INTERPRO STAT transchr;tg?;’;;gftor’ protein STATSA, STATSB, STAT3 6,00x103
HS INTERPRO STAT transcription factor, all-alpha STATS5A, STAT5B, STAT3 6,00x10703
HS INTERPRO STAT transcﬁ;f;ﬁ;‘“"“ DNA- STATSA, STAT5B, STAT3 6,00x10°
HS INTERPRO STAT transcr‘p;;‘i’f factor, coiled STAT5A, STAT5B, STAT3 6,00x10703
HS SMART SM00964 STATSA, STATSB, STAT3 1,60x102
U INTERPRO Bactericidal permeability-increasing BPIFA2A, BPIFB6, LOC112441508, BPIFB4, 7.50x10%

protein, alpha/beta domain

BPIFB3



US INTERPRO

us UP_SEQ FEATURE
us SMART

us UP_SEQ FEATURE
Us INTERPRO

Lipid-binding serum glycoprotein,
N-terminal
DOMAIN:BPI1
BPI2
DOMAIN:BPI2
Lipid-binding serum glycoprotein,
C-terminal

BPIFA2A, BPIFB6, LOC112441508, BPIFB4,
BPIFB3
BPIFA2A, LOC112441508, BPIFB4, BPIFB3
BPIFB6, BPIFB4, BPIFB3
BPIFB6, BPIFB4, BPIFB3

BPIFB6, BPIFB4, BPIFB3

52

7,50x1070°

7,30x10
2,20x10702
3,80x10°2

4,40x10702

GOTERM_CC DIRECT: GO TERM Componente Celular; UP_KW: UniprotKB Keywords; INTERPRO: Classificacdo de familias
deproteinas; GOTERM_MF_DIRECT: GO TERM Func¢do molecular; GOTERM_BP_DIRECT: GO TERM Processo Biol6gico; SMART:
ferramenta de pesquisa de arquitetura modular simples; UP_SEQ FEATURE: UniprotKB : recursos de sequéncia.

Fonte: Elaboragao Prdpria.
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Tabela 8. Termos significativos na analise de anotagdo funcional para grupos de genes identificados para a doenca da linha branca em
bovinos da raca Holandesa Canadense.

Banco de dados original Termo Genes FDR
INTERPRO Haemoglobin, alpha HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,70x10°08
GOTERM_CC _DIRECT  Haptoglobin-hemoglobin complex = HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 6,70x10°%7
GOTERM_CC _DIRECT Hemoglobin complex HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 6,70x10°%7
UP_SEQ_FEATURE DOMAIN: GLOBIN HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,70x107
GOTERM_MF_DIRECT Organic acid binding HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,70x100¢
UP_SEQ_FEATURE BINDING: distal binding residue HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,90x107
INTERPRO Globin HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,50%x1070¢
INTERPRO Globin-like HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,50x107
INTERPRO Globin, structural domain HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,50%x1070¢
UP_SEQ_FEATURE BINDING: proximal binding residue HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,90x107
GOTERM_MF_DIRECT Oxygen transporter activity HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 2,80x106
GOTERM_MF_DIRECT Oxygen binding HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 3,80x10
GOTERM_BP_DIRECT hydrogen peroxide catabolic process HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 3,00x1070°
GOTERM_BP_DIRECT Cellular oxidant detoxification HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 2,90x10°4
INTERPRO Haemoglobin, pi HBQL1, HBA1, HBA 3,70x10°%4
UP_KW_LIGAND Heme HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 5,30x10°%
GOTERM MF DIRECT Heme binding HBZ, HBM, HBQ1, HBA1, HBA 1,20x10°?

INTERPRO: Classificacdo de familias de proteinas; GOTERM_CC_

Fonte: Elaboragéo Prdpria.

DIRECT: GO TERM Componente Celular; UP_SEQ FEATURE:
UniprotKB recursos de sequéncia, GOTERM_MF_DIRECT: GO TERM Func¢éo molecular; GOTERM_BP_DIRECT: GO TERM Processo
Bioldgico; UP_KW:UniprotKB Keywords.
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("Atividade da molécula estrutural™) (Tabela 7). As queratinas sao as proteinas estruturais
caracteristicas da epiderme altamente cornificada da pele, penas e casco (TOMLINSON
et al., 2004). A queratina € responsavel pela formacdo de proteinas fibrosas ricas em
cisteina, que sao os principais constituintes dos cornos, unhas, pelos, epiderme e penas
(PATRUCCO et al., 2019) Os genes da familia da queratina regulam vérios distarbios
clinicos humanos, incluindo ictiose epidermolitica, ictiose epidermolitica superficial,
epidermdlise bolhosa simples, ceratodermia palmoplantar e nevo branco esponjoso (HO
et al., 2022). Em bovinos, os genes da familia da queratina foram sugeridos como genes
candidatos para suscetibilidade e resiliéncia a paratuberculose (ALONSO-HEARN et al.,
2022), e uma mutagdo no gene da queratina bovina-5 (KRT5) foi encontrada como a
variacdo causal para epidermdlise bolhosa simples (FORD et al., 2005), uma condigédo
apresentada como perda de pele e mucosa das areas de contato e inflamacao em touros
mesticos Friesian-Jersey. Em um estudo anterior, Lai et al. (2021a) relataram genes
relacionados a queratinizacdo como genes candidatos para varias lesdes de cascos em
bovinos da raca Holandesa.

Outro grupo de genes (STAT5A, STATS5B e STAT3) localizados perto do SNP em
BTA19 (rs3423466061; 42,4 Mb) séo potenciais genes candidatos para HS e HI. A
familia de proteinas STAT (transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo) contém
fatores de transcricdo que sdo especificamente ativados para regular a transcricdo de
genes quando as células encontram citocinas e fatores de crescimento (BANERJEE e
RESAT, 2016). As proteinas STAT regulam as respostas imunes inatas e adquiridas do
hospedeiro (KISSELEVA et al., 2002). STAT3 é um regulador transcricional chave de
genes associados a imunidade inata e cicatrizacdo de feridas (HUGHES et al., 2012), e
um estudo anterior relatou uma interagdo entre STAT3 e queratina-17 para aumentar a
proliferacdo de queratindcitos em humanos (YANG et al., 2018). Uma variante em
STAT5A foi associada aos ensaios bioguimicos sericos de IL-6 em bovinos da raca
Holandesa (USMAN et al., 2014), uma citocina que atua nas respostas imunes inata e
adaptativa e é um importante biomarcador inflamatério. Outra variante (rs134993207;
BTA19:43,038,655) no gene STAT5 foi associada & mastite em bovinos da raca
Holandesa Nordica (CAI et al., 2018). O processo biolégico cascata JAK-STAT
envolvido na via de sinalizagdo do hormonio do crescimento foi associado aos genes
STATS5A, STATSB e STAT3 (Tabela 7). Em pesquisa realizada por Brown et al, (2004),
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foi detectada melhora clinica nas patologias do casco de vacas Holandesas quando
utilizada a regulacéo da secre¢do do horménio do crescimento, através do gene GHRH
(Growth hormon-releasing hormon). Também foi encontrada a associacdo do horménio
do crescimento com algumas caracteristicas em carpinos Raini Cashmere (GOOKI et al.,
2018), como altura do dedo do casco da mao, altura do dedo do casco do pé e altura do
calcanhar do casco do pé.

Quatro genes (BPIFA2A, BPIFB3, BPIFB4, BPIFB6) da superfamilia BPI-fold
(BPIF) localizados perto do mesmo SNP (rs110484302, BTA13:62,4 Mb) foram
associados com US. A superfamilia BPIF tem sido associada a vias importantes
relacionadas a saude, como peptideos antimicrobianos, sistema imunoldgico e sistema
imunoldgico inato em humanos (THEPRUNGSIRIKUL et al., 2021). Trés outros
potenciais genes candidatos foram encontrados associados com US. A POFUT1 (Proteina
O-Fucosiltransferase 1), localizada no BTA13 (61,69 — 61,74 Mb), influencia a
sinalizacdo de notch em mamiferos (STAHL et al., 2008), na qual a ativacdo ou inibicao
da sinalizacdo de notch pode alterar as funcGes das células endoteliais vasculares,
queratindcitos e fibroblastos em um modelo de cicatrizacdo de feridas (CHIGURUPATI
etal., 2007). O SNP rs109265528 (BTA13:58,741,419) também foi associado a um QTL
relatado anteriormente para US em gado Holandés (Apéndice 11). O CD36 (Molécula
CD36), localizado no BTA4 (40,38 — 40,42 Mb), é uma glicoproteina multifuncional que
atua como receptor para uma ampla gama de ligantes com funcbes importantes na
sinalizacdo TLR2/CD36-p38 MAPK e pode melhorar a defesa contra infeccdes
bacterianas (LI e outros, 2013). ALOXE3 (Arachidonate Lipoxygenase 3) € um membro
da familia das lipoxigenases, que sdo enzimas chave na biossintese de uma variedade de
oxilipinas altamente ativas. As oxilipinas regulam a modulagdo da proliferacdo e/ou
diferenciacéo epitelial e estdo envolvidas na inflamacéo, cicatrizagédo de feridas, doengas
inflamatdrias da pele e na manutencao da barreira de permeabilidade da pele (KRIEG e
FURSTENBERGER, 2014).

As analises de enriguecimento ndo encontraram termos GO significativos para
UP, mas as andlises de anotacéo funcional identificaram potenciais genes candidatos para
essa caracteristica. Trés regides gendomicas localizadas em BTA8 (Tabela 6) foram
associadas com UP. O primeiro deles (22,0 — 22,1Mb) se sobrepde aos genes CDKN2A
(Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A) e CDKN2B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
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2B), que sdo proteinas de ponto de verificacdo para a parada do ciclo celular (WIESNER
et al., 2010). Um acumulo de proteina CDKN2A em queratindcitos é observado na pele
de idade normal, bem como em distirbios neoplésicos e inflamatorios da pele
(HASHIMOTO-HACHIYA et al., 2019). A segunda regido de BTA8 (31,4 a 31,6 Mbp)
abriga 0 gene TYRP1 (Tyrosinase Related Protein 1), que estd relacionado com a
biossintese de melanina (ZHANG et al., 2022) e os niveis de melanina podem influenciar
a cicatrizacdo de feridas (ROWLEDGE et al ., 2016). A terceira regido (BTA8: 110,6 —
112,6 Mb) abriga o gene PXDN (Peroxidasin), que participa de vias relacionadas ao
colageno, incluindo “Montagem de fibrilas de coldgeno e outras estruturas multiméricas”,
“Formacdo de colageno”, “Crosslinking de fibrilas de coldgeno”, e “Organizacdo da
matriz extracelular”. O colageno desempenha um papel critico na regulagao das fases de
cicatrizacdo de feridas em sua conformacéo fibrilar nativa ou como componentes soluveis
no meio da ferida (MATHEW-STEINER et al., 2021).

Cinco genes (HBZ, HBM, HBQ1, HBAL, HBA) tiveram termos GO significativos
para DLB (Tabela 7). Esses genes estdo associados a dois processos bioldgicos
(“catabolico do perdxido de hidrogénio” e “desintoxicagdo oxidante celular”) e a dois
componentes celulares, incluindo o “complexo haptoglobina-hemoglobina” e o
“complexo da hemoglobina”. A hemoglobina tem a fungdo de transportar oxigénio no
plasma sanguineo, mas uma ingestdo inadequada de minerais pode afetar a sintese de
hemoglobina e o0 aumento dos efeitos toxicos dos metabolitos de oxigénio (NRC, 2001).
A ingestdo inadequada de minerais estd associada a malformacdo de queratinas em
bovinos, contribuindo para disturbios dos cascos (TOMLINSON et al., 2004). Pacientes
humanos com diabetes mellitus e disturbios do pé apresentaram niveis elevados de
hemoglobina (LI et al., 2021). O gene AXIN1 (Axin 1), localizado no BTA25, codifica
um componente do complexo de destruicao da B-catenina, que contribui para a protecéo
contra diversas patogéneses humanas. Alem disso, a degradacao e o sequestro plasmatico
da Axina-1 aumentam a capacidade de invasdo bacteriana e as respostas inflamatorias
(JIN et al., 2017). A B-catenina esta envolvida na protecdo da epiderme contra estresses
mecanicos (RAY et al., 2013). DNMT3B (DNA Metiltransferase 3 Beta) codifica uma
enzima metiltransferase primaria que catalisa a metilacdo do DNA para estabelecer
destinos celulares durante o desenvolvimento e desempenha papéis importantes em varios

tecidos adultos, incluindo a epiderme (RINALDI et al., 2016). Além disso, 0s genes
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DNMT regulam a metilagio do DNA em celulas inflamatdrias, queratindcitos e
fibroblastos com consequentes efeitos na cicatrizagédo de feridas (PASTAR et al., 2021).
O PSMAG6 (Proteasome 20S Subunit Alpha 6) estd envolvido nas vias do sistema
imunoldgico adaptativo (CHIAO et al., 2021). Ele codifica uma proteina envolvida no
processamento do antigeno de classe | do complexo principal de histocompatibilidade, e
sua interrupcdo gera autoantigenos ou outros antigenos pro-inflamatérios para
apresentacdo as celulas T CD8+ patogénicas (SUKHOV et al., 2016). Este gene esta
localizado préximo a um QTL previamente associado a HS em gado Holandés (Apéndice
I1). SLC38A2 (Solute Carrier Family 38 Member 2) codifica uma proteina transmembrana
de aminoacidos, e os aminoacidos influenciam a integridade estrutural dos cascos em
bovinos (LANGOVA et al., 2020). BRINP1 (BMP/Retinoico Induzivel Neural Especifico
1) inibe a proliferacdo celular, medeia a morte celular e regula a expressdo de
componentes da via do plasminogénio. A expressdo de BRINP1 caiu com o0 aumento da
concentracdo de ureia em vacas Holandesas-Frisia (CHENG et al., 2015), e altas
concentragdes de ureia no sangue podem danificar as lamelas sensiveis e cério no casco
(LANGOVA et al., 2020). Varios QTL foram encontrados exclusivamente para doencas
nédo infecciosas do casco (Apéndice Il) para o tipo exterior ("HI", "HS", "US", "Escore
de condicdo corporal”, e "Qualidade déssea"). Além deles, foram encontrados QTL para
sanidade ("Proliferacdo celular induzida por ConA"), carne e carcaca (“Percentual de
0ss0" e "Peso de 0ss0") e producdo ("Tamanho do corpo”). A concanavalina A (ConA) é
um mitdgeno independente de antigeno e funciona como um indutor de um sinal, levando
as células T a proliferacéo policlonal (ANDO et al., 2014), sendo uma importante via de
resposta imunoldgica. Fiore et al. (2019) identificaram que a ostedlise que acomete 0 0ss0
podal esta associada a lesfes nos cascos. Além disso, vacas selecionadas para tamanho
corporal maior foram mais frequentemente encontradas com problemas nas pernas e nos
pés do gado Holandés (HANSEN et al., 1999).

Apenas um unico marcador foi o0 mesmo entre doengas infecciosas e ndo
infecciosas (rs110059642; BTA5:30.490.039), que foi associado com DD e HI e esta
localizado préximo a sete genes (Tabelas 3 e 5). Entre esses genes, C1QL4 e TUBALC
(Tabela 4) mostraram significancia para os termos GO para a doenca infecciosa. Esses
resultados demonstram que as caracteristicas estudadas sdo altamente poligénicas e

influenciadas por uma ampla gama de mecanismos bioldgicos e processos de selecao.
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CONCLUSOES

As analises de associacdo do genoma identificaram SNPs significativamente
associados a doencas infecciosas e ndo infecciosas dos cascos e ao indice de satde dos
cascos na maioria dos cromossomos. O SNP rs110059642 (BTA5: 30.490.039) foi
associado a DD e HI, enquanto 28 genes foram associados a dois pares de caracteristicas.
As regides ao redor dos SNPs significativos se sobrepuseram a varios QTL relatados
anteriormente para caracteristicas externas, de saude, carne e carcaga, leite, producéo e
reproducdo. Um total de 235 SNPs significativos em todo o genoma e 44 termos de
ontologia génica e vias bioldgicas foram enriquecidos. Muitos potenciais genes
candidatos envolvidos em vias bioldgicas associadas ao desenvolvimento 0sseo,
metabolismo e doengas infecciosas e imunoldgicas foram identificados. Esses achados
indicam que as caracteristicas de salde dos cascos sdo altamente poligénicas e
influenciadas por uma ampla gama de processos biolégicos. Novos estudos com outras
populacdes independentes e com dados de sequéncia do genoma inteiro sdo necessarios
para validar os potenciais genes candidatos identificados, especialmente aqueles nas
regibes de marcadores sobrepostos (localizados em BTA3, BTA5, BTA13, BTAl4 e

BTA19) e com mais de um gene associados as caracteristicas estudadas.
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CAPITULO 2

Associacdo gendémica ampla e analises gendmicas funcionais para
caracteristicas de conformacéo corporal em bovinos da raca Holandesa da

Ameérica do Norte
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Resumo

As medidas de conformacéo corporal impactam diretamente na longevidade, fertilidade,
salde e funcionalidade de vacas leiteiras. Os principais objetivos deste estudo foram
realizar estudos de associacdo gendmica ampla, usando painéis de alta densidade
imputados, para treze caracteristicas de conformacdo corporal: escore de condicédo
corporal (ECC), profundidade corporal (PC), qualidade 6ssea (QO), largura de peito (LP),
capacidade leiteira (CL), angulo do pé (ANG), visdo das pernas dianteiras (VPD),
profundidade do taldo (PT), altura frontal (AF), locomocdo (LOC), visdo traseira das
pernas traseiras (VTPT) , visdo lateral das pernas traseiras (VLPT) e estatura (ST) e um
indice composto de pontuacdo de pés e pernas (IPP). Valores genéticos estimados de-
regredidos (dEBVs) de 39.135 animais da raga Holandesa foram usados como
pseudofendtipos para as analises de associa¢do. O controle de qualidade de genotipos,
faseamento de gendtipos e imputacao de genotipos foram realizados usando os softwares
PLINK, Eagle e Minimac4, respectivamente. Um modelo linear misto foi usado para
estimar os efeitos SNP no pacote GCTA. As analises gendmicas funcionais foram
realizadas utilizando o pacote GALLO R e a plataforma DAVID. Um total de 20 SNPs
significativos foram encontrados para ECC, 60 para PC, 13 para QO, 17 para LP, 27 para
CL, 13 para IPP, 8 para ANG, 7 para VPD, 19 para PT, 4 para AF, 10 para LOC, 13 para
VTPT, 15 para VLPT e 7 para ST. Os marcadores significativos foram localizados em
todo 0 genoma, exceto nos cromossomos BTA24, BTA27 e BTA29. Além disso, essas
regides gendmicas se sobrepdem a varios loci de caracteristicas quantitativas (QTL)
previamente relatados para caracteristicas de exterior, de salde, carne e carcaca, leite,
producdo e reproducdo. As analises de enriquecimento identificaram 27 termos de
ontologia genética significativos. Essas regides gendémicas enriquecidas abrigam varios
potenciais genes candidatos previamente associados ao desenvolvimento @sseo,

metabolismo e doencas infecciosas e imunoldgicas.

Palavras-chave: Gado leiteiro, medidas, conformacéo, indice
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Abstract

Body conformation measures directly impact longevity, fertility, health, and workability
in dairy cows. The main objectives of this study were to perform genome-wide
association studies, using imputed high-density genetic markers data, for thirteen body
conformation traits: body condition score (ECC), body depth (PC), bone quality (QO),
chest width (LP),dairy capacity (CL) ,foot angle (ANG),Front Legs View (VPD),heel
depth (PT), Height at front end (AF), locomotion (LOC), rear legs rear view (VTPT), rear
legs side view (VLPT) and stature (ES) and a composite feet and leg score (IPP) index.
De-regressed estimated breeding values (dEBVS) from 39,135 Holstein animals were
used as pseudo-phenotypes for the association analyses. The molecular marker quality
control, genotype phasing, and genotype imputation were performed using the PLINK,
Eagle, and Minimac4 software, respectively. A mixed linear model was used to estimate
SNP effects in the GCTA package. The functional genomic analyses were performed
using the GALLO R package and the DAVID platform. A total of 20 significant SNPs
were found for ECC, 60 for PC, 13 for QO, 17 for LP, 27 for CL, 13 for IPP, 8 for ANG,
7 for VPD, 19 for PT, 4 for AF, 10 for LOC, 13 for VTPT, 15 for VLPT, and 7 for ES.
The significant markers were located across the whole genome, except on the
chromosomes BTA24, BTA27, and BTA29. Moreover, these genomic regions
overlapped with various previously reported quantitative trait loci (QTL) for exterior,
health, meat and carcass, milk, production, and reproduction traits. The enrichment
analyses identified 27 significant gene ontology terms. These enriched genomic regions
harbor various candidate genes previously associated with bone development,

metabolism, and infectious and immunological diseases.

Keywords: Dairy cattle, measurements, conformation, index



80

Introducgéo

As medidas de conformacdo corporal sdo caracteristicas economicamente
importantes e estdo associadas a longevidade, fertilidade, salde e funcionalidade de
bovinos leiteiros (MIGLIOR et al., 2017). O sistema de classificacdo canadense
compreende 30 caracteristicas lineares de tipos e caracteristicas defeituosas que sao
combinadas para calcular pontuacfes em diferentes se¢bes, como: Sistema Mamario, Pés
e Pernas, Forca Leiteira, Garupa, Pé e Mobilidade. Além disso, uma pontuagdo geral de
conformacdo € calculada com base na importancia de cada secdo (HOLSTEIN
CANADA, 2017; ALCANTARA et al.,, 2022). As caracteristicas de conformacéo
corporal em gado Holandés sdo tem um componente genético, com estimativas de
herdabilidade variando de 0,05 a 0,46 (LACTANET, 2021).

As tecnologias genémicas podem otimizar as estratégias de melhoramento para
ampliar o progresso genético no gado leiteiro (FLEMING et al., 2018), e muitos estudos
de associacdo genémica ampla (GWAS) foram relatados para conformacéo corporal em
gado Holandés. Usando ~4800 touros Holandés, Abo-Ismail et al. (2017) identificaram
607 SNPs associados a 14 caracteristicas de conformacdo corporal, incluindo
angulosidade (ANG), profundidade corporal (PC), qualidade 6ssea (QO), largura do
peito (LP) e estatura (ES). Os genes SLC4A4, ENSBTAG00000037537, CTUL, ARRDC3,
ENSBTAG00000037537 e CCND2 foram localizados proximos aos SNPs mais
significativos para essas caracteristicas. Schmidtmann et al. (2023) identificaram em gado
Holandés Aleméo, seis SNPs (ARS-BFGL-NGS-82008, ARS-BFGL-NGS-48254, ARS-
BFGL-NGS-118182, BTB-00133212, ARS-BFGL-NGS-17376 e BTA-68275 -nor-rs)
simultaneamente significantes para LP e escore de condi¢édo corporal (ECC). No entanto,
Schmidtmann et al. (2023) nédo realizaram analises funcionais das regides genomicas
encontradas. Citek et al. (2022) analisaram 25 caracteristicas, incluindo ANG, ECC, PC,
QO, angulo do casco (ANG), LP, locomogdo (LOC), visdo traseira das pernas traseiras
(VTPT), visdo lateral das pernas traseiras (VLPT), ES e escore composto de pés e pernas
(IPP) e encontrou dois genes candidatos (CAMK2D, RANBP17) para PC e ANG, em
animais da raca Holandesa. Na raga Holandesa Chinesa foram encontrados 105 genes
dentro de 200 kb up/downstream dos SNPs significativos para profundidade do tal&o
(PT), QO, VTPT e VLPT (ABDALLA etal., 2021). Além disso, outro estudo com a raca

Holandesa Chinesa relatou 59 SNPs genémicos significativos associados a 26 das 29
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caracteristicas de conformac&o analisadas, e encontrou o gene SCEL associado a altura
frontal (AF) (WU et al., 2013).

Em muitos estudos anteriores de associacdo gendmica ampla (GWAS) para
caracteristicas de conformacdo em gado Holandés, painéis SNP de densidade média
(MD) foram usados. Abo-Ismail et al. (2017) foi o Unico estudo a relatar a analise de
associacao usando um painel SNP de alta densidade (HD). A imputacéo de genoétipo de
MD para HD pode melhorar as analises GWAS e fornecer evidéncias mais fortes para
uma relacdo causal entre fenotipo e SNP (ABO-ISMAIL et al., 2017; VANRADEN et
al., 2017). Além disso, algumas caracteristicas de conformacao, como viséo frontal das
pernas (VPD), ndo foram analisadas em analises GWAS anteriores na raca Holandesa,
apesar de sua importancia para a selecdo de conformacéo. Assim, este estudo teve como
objetivo principal entender a funcionalidade de 14 caracteristicas de conformacéo
corporal divididas em 4 grupos: indice composto de pontuacdo para Pés e Pernas (IPP),
casco (ANG e PT), forca leiteira (CL, ECC, PC, LP, AF e ES) escore de mobilidade (QO,
LOC, VPD, VTPTe VLPT) em gado Holandés canadense usando painel HD imputado.

Material e Métodos

Declaracéo de ética
Informacdes fenotipicas, de pedigree e gendmicas foram fornecidas pela Lactanet
(www.lactanet.ca; Guelph, ON). Portanto, nenhum experimento com animais foi

realizado e a aprovacdo do comité de ética de uso animal nao foi necessaria.

Animais e fenotipos

O banco de dados usado neste estudo foi fornecido pela Lactanet (Guelph, ON,
Canadd). Entre 33.614 e 38.927 bovinos da raga Holandesa norte-americana com valores
geneticos estimados (EBVs) para ECC, PC, QO, LP, CL, IPP, ANG, VPD, HD, AF, LOC,
VTPT, VLPT e ES foram incluidos no estudo (Tabela 1). Os EBVs foram de-regredidos
(dEBVS) de acordo com VanRaden et al. (2009) e apenas dEBVs com confiabilidade
superior a 0,30 foram mantidos para analises posteriores. Treze caracteristicas (ECC, PC,
QO, LP, CL, ANG, VPD, HD, AF, LOC, VTPT, VLPT e ES) foram medidas
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individualmente usando escores de 1 a 9, enquanto o indice composto de pontuagédo para
Pés e Pernas foi calculado como segue: IPP = 0.09(ANG) + 0.22(PT) + 0.10(QO) +
0.14(VTPT) + 0.31(VLPT) + 0.14 (Insercdo de Ancas). Detalhes adicionais sobre as
defini¢bes de cada caracteristica sdo fornecidos no site da Canadian Dairy Network

(https://www.cdn.ca/articles.php).
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Tabela 1. Estatisticas descritivas dos pseudo-fenotipos usados para as analises de associagdo genémica ampla de caracteristicas de satde do

casco no gado Holandés canadense.

Caracteristicas Tamanho dEBV Confiabilidade
daamostra Média Minimo Maximo DP Média DP
Escore de condicéo corporal (ECC) 38.927 99,69 80,42 113,44 3,73 0,52 0,12
Profundidade corporal (PC) 38.744 0,84 -15,09 17,07 4,97 0,55 0,1
Qualidade 6ssea (QO) 37.996 2,12 -18,38 33,66 4,36 0,55 0,13
Largura do peito (LP) 37.844 1,28 -12,53 15,31 4,28 0,55 0,16
Capacidade leiteira (CL) 38.782 0,16 -18,72 20,09 5,8 0,48 0,08
indice composto de pontuacio para 37.771 1,82 -13,82 17,64 5,78 0,57 0,19
Pés e Pernas (IPP)
Angulo do pé (ANG) 36.136 20,41 -121,01 202,26 39,7 0,53 0,19
Visédo da perna dianteira (VPD) 36.018 29,57 -126,81 241,57 48,02 0,47 0,17
Profundidade do tal&o (PT) 35.469 1,10 -20,35 27,87 4,48 0,47 0,16
Altura frontal (AF) 35.2 2,42 -15,23 18,09 4,65 0,47 0,03
Locomocdo (LOC) 35.056 3,22 -5,08 11,14 3.098 0,38 0,15
Vista traseira da perna traseira 33.614 20,24 -136,6 234,53 40,22 0,53 0,2
(VTPT)
Vista lateral da perna traseira 35.191 29,02 -126,12 237,32 47,62 0,56 0,14
(VLPT)
Estatura (ES) 35.15 31,53 -144,46 247,63 54,12 0,65 0,07

DP: Desvio Padrao
Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Imputacdo Genotipica e Controle de Qualidade

A imputacdo de genotipos foi realizada a partir de um painel MD contendo 44.315
SNPs para um painel HD contendo 311.725 SNPs. Um total de 39.135 animais (24.721
fémeas e 14.414 machos) tinham dados de MD, enquanto a populacéo de referéncia HD
continha 2.507 animais (562 fémeas e 1.945 machos) da raca Holandesa norte-americana.
Antes da imputacéo do gendtipo, foram excluidos os SNPs do painel MD que néo estavam
presentes no painel HD. Além disso, um controle de qualidade (QC) foi realizado usando
o software PLINK 1.9 (Purcell et al., 2007) para excluir SNPs: 1) com call rate < 0,95;
2) com desvio extremo do equilibrio de Hardy-Weinberg, como indicacdo de erros de
genotipagem (p < 107®); 3) localizados em cromossomos ndo autossémicos; e 4) com
posicao desconhecida baseada na montagem ARS-UCD1.2. Apds 0 QC, 40.442 e 294.671
SNPs permaneceram nos painéis MD e HD, respectivamente. O faseamento do genétipo
foi realizado no software Eagle 2.4.1 (LOH et al., 2016), enquanto a imputacdo dos
gendtipos foi feita pelo software Minimac4 (DAS et al., 2016). Ap6s a imputacdo, um
QC adicional foi realizado para excluir individuos ou genétipos com call rate < 0,90,
SNPs com alelos de menor frequéncia (MAF) <0,01, bem como SNPs com afastamento
extremo do equilibrio de Hardy-Weinberg (p <10®). Finalmente, o nimero de SNPs que
restaram para as analises GWAS foi de 285.326 para ANG; 285.667 para ECC; 286.602
para PC; 284.436 para QO; 286.411 para LP; 286.135 para IPP; 284.745 para ANG,;
285.402 para VPD; 284.289 para HD; 286.055 para AF; 286.473 para LOC; 284.611 para
VTPT, 287.048 para VLPT e 286.933 para ES.

Analises de associacdo gendmica ampla

Um modelo linear misto foi usado para estimar os efeitos SNP no pacote GCTA
(YANG et al., 2011). O modelo univariado pode ser descrito da seguinte forma: y =
u+ XB + Za + e, ondey é o vetor de dEBVs para cada caracteristica; p € a média
geral; p € o efeito fixo do SNP sendo testado para associagdo com cada caracteristica, a €
um vetor de efeitos poligénicos aleatdrios[a~N(0,Go2)],onde G é a matriz de
relacionamento gendmico (GRM; VANRADEN, 2008) e o2 ¢ a variancia genética
aditiva; X e Z sdo matrizes de incidéncia dos efeitos em B e a, respectivamente; e e é um
vetor de residuos [e~N(0,162)], onde | é uma matriz identidade e o2 é a variancia

residual.
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Na analise de associacéo, 0s SNPs do cromossomo no qual o SNP candidato esta
localizado foram excluidos do célculo do GRM (MLM-LOCO), método que é mais
poderoso em comparacgdo a analise MLM com os SNPSs que estdo no mesmo cromossomo
do SNP candidato (YANG et al., 2014). Portanto, um total de 29 GRMs foram construidas
por amostragem aleatéria de 50.000 SNPs (apés QC) para evitar supercorrecdo da
estrutura da populacdo. Apds as analises GWAS, todos os SNPs foram classificados com
base em seus p-valores e agrupados (clumping) de acordo com seu padrao de desequilibrio
de ligacdo (LD) (r>> 0,9), que foi sugerido como um método preferivel em comparagio
com a estratégia tradicional de agrupamento (pruning) LD (PRIVE et al., 2018). O fator
de inflagdo gendmica () foi calculado como A = mediana(x2)/0,456 (BACANU et al.,

2000) para o qual o intervalo de confianga de 95% do valor A foi derivado posteriormente.

Correcao de testes multiplos

Como muitos marcadores foram testados, a correcdo de Bonferroni tradicional
seria altamente conservadora, pois nem todos os testes sdo independentes devido ao LD
entre os marcadores (JOHNSON et al., 2010). Assim, para evitar resultados falso-
negativos excessivos, aplicamos uma correcdo de Bonferroni modificada usando o
namero de segmentos cromossdmicos independentes (Me) no nivel do genoma (LI et al.,
2015) em vez do namero total de marcadores testados. O Me ¢ calculado em funcéo do
tamanho efetivo da populacdo (Ne) e do comprimento do genoma (L) em Morgans, como
segue: Me = (2 X Ne x L)/log(Ne x L) (GODDARD et al, 2011). Um cM foi
considerado equivalente a um Mbp (WANG et al., 2016) e o Ne utilizado foi 66, por ser
o valor mais conservador relatado para a mesma populagdo de gado Holandés
(MAKANJUOLA et al., 2020). Um efeito de SNP foi estatisticamente significativo
quando seu -log10 (P-valor) foi superior ao limiar genémico, que foi calculado dividindo
0,05 por Me. O valor de Me e o correspondente limiar de significancia utilizado foram
2.044,73 e 4,61, respectivamente.

Analises gendbmicas funcionais
A localizagdo dos SNPs foram obtidas usando o genoma referéncia ARS-UCD1.2,
disponivel no GenBank (GCA_002263795.2). O pacote GALLO R (FONSECA et al.,
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2020) foi usado para detectar genes posicionais e locos de caracteristicas quantitativas
(QTL) localizados em um raio de 100 Kb dos SNPs significativos. O banco de dados de
QTL utilizado foi 0 Animal QTLdb Release 49 (HU et al., 2019). Posteriormente, foram
realizadas analises de enriquecimento funcional para o grupo de genes encontrados, para
cada caracteristica, utilizando a plataforma DAVID (HUANG et al., 2009). Na anéalise de
enriquecimento funcional, uma razéo de falsas descobertas (FDR) de 0,05 foi usada como

correcdo de teste multiplo.

Resultados e Discussao

Analises de associacdo

Apbs QC (realizado antes das analises GWAS) e agrupamento baseado em LD, o
numero de SNPs informativos (e animais) foi de 241.290 (23.269) para ANG; 241.552
(22.966) para ECC; 242.222 (22.471) para PC; 240.263 (23.512) para QO; 242.163
(22.706) para LP; 242.419 (22.284) para IPP; 240.781 (20.014) para ANG; 239.533
(20.890) para VPD; 240.140 (23.266) para HD; 242.264 (15.269) para AF; 241.443
(24.893) para LOC; 240.305 (20.168) para VTPT; 242.747 (20.762) para VLPT e 242.512
(20.387) para ES. O limiar gendmico de significancia foi de 2,45 x 1075, As Figuras 1 a
6 apresentam os graficos de Manhattan para todas as caracteristicas. Os valores de A
variaram de 1,01 a 1,05 e os graficos Q-Q para todas as caracteristicas sao mostrados no
Apéndice III.

A lista de SNPs significativos e potenciais genes candidatos encontrados para cada
caracteristica sdo apresentados nas Tabelas 2, 4, 6 a 10. Informagdes detalhadas sobre o
GWAS, incluindo p-valores, efeitos SNP, MAF, QTL e potenciais genes candidatos
encontrados em um intervalo de 100 Kb upstream e downstream dos SNPs significativos
sdo fornecidos no Apéndice IV. Um total de 20 SNPs significativos (p<2,45 X 107°)
foram encontrados para ECC, 60 para PC, 13 para QO, 17 para LP , 27 para CL, 13 para
IPP, 8 para ANG, 7 para VPD, 19 para PT, 4 para AF, 10 para LOC, 13 para VTPT, 15
para VLPT e 7 para ST. Nao houve SNP significativo em BTA24, BTA27 e BTA29 para
nenhuma das caracteristicas de conformacéo corporal, enquanto o0 BTA20 teve 0 maior
numero de SNPs significativos (64). BTA9 e BTALL tiveram o0 maior nimero (6) de
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caracteristicas com SNPs significativos. O SNP rs137570291 (BTA11) foi o unico
associado & mais de uma caracteristica (PC e LOC).

Figura 1. Grafico de Manhattan da analise de associacdo genémica ampla para o indice
composto de pontuacdo para Pés e Pernas usando genotipos imputados de painéis de alta
densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente significativos apds
uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sdo coloridos em vermelho.
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Figura 2 Gréfico de Manhattan da analise de associa¢do gendmica ampla para angulo do
pé (a) e profundidade do taldo (b) usando gendtipos imputados de painéis de alta
densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente significativos apos
uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sdo coloridos em vermelho.

a)

—log1o(p)

L S - s T T TS N, PR T RS W,

Chromosome

b)

—logo(p)

iii il |

T T T T T T
R S S

T T T T 71
“""b\“\"'{\"@\“\"\b(\

Chromosome

Fonte: Elaborag&o Prépria.



89

Figura 3 Gréfico de Manhattan da anélise de associacdo genémica ampla para qualidade
0ssea (a), visdo da perna dianteira (b) e locomogéo (c) usando gendtipos imputados de
painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente
significativos apds uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sao coloridos em

vermelho.

-logso(p)

L T T S S S R I O I )

Chromosome

—log1o(p)

L T S . S

Chromosome

]

-
FETE )

—|°910(P)

L d
. L] Ll !.. -
4 N R s ad&r
i. W' |
(] 8|
o
T T T T T T T T T T T T T T T \
LN I I R I S [

Chromosome

.; .l.
e e.s Sty
L
N s s 6 A

T
L)

% -

T
P

% -

Fonte: Elaborag&o Prépria.



90

Figura 4 Gréafico de Manhattan da analise de associagdo gendmica ampla para vista
traseira da perna traseira (a) e vista lateral da perna traseira (b) usando genotipos
imputados de painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs
estatisticamente significativos apos uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sao
coloridos em vermelho.
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Figura 5 Gréfico de Manhattan da analise de associacdo gendmica ampla para escore de
condicdo corporal (a), profundidade corporal (b) e largura do peito (c) usando gendtipos
imputados de painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs
estatisticamente significativos apos uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma sao

coloridos em vermelho.
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Figura 6 Gréfico de Manhattan da analise de associacdo genémica ampla para
capacidade leiteira (a), altura frontal (b) e estatura (c) usando gendétipos imputados de
painéis de alta densidade em gado Holandés canadense. Os SNPs estatisticamente
significativos ap6s uma correcdo de Bonferroni em todo o genoma séo coloridos em

vermelho.
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Fonte: Elaboracéo Propria.
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Indice composto de pontuacéo para Pés e Pernas (IPP)

Treze SNPs foram associados com IPP e estdo distribuidos nos cromossomos
BTA1l, BTA13, BTA17, BTA18 e BTA26 (Tabela 2). O SNP com menor p-valor
(rs41661000) para IPP foi encontrado na posicdo BTA13:50.453.781 pb. Cinquenta e dois
potenciais genes candidatos com funcbes bioldgicas conhecidas (Tabela 2) foram
encontrados préximos aos SNPs significativos, mas nenhum gene foi encontrado proximo
aos SNPs significativos no BTA26. Além disso, QTLs para IPP, ANG, VLPT, ES,
deslocamento de abomaso, peso corporal, taxa de conversdo alimentar, ingestao alimentar
residual e profundidade do Ubere foram previamente relatados nas mesmas regides
gendmicas dos SNPs associados com IPP. A analise de enriquecimento encontrou trés
GO termos significativos (“Glicosiltransferase, familia 117, “atividade galactosideo 2-
alfa-L-fucosiltransferase” e “atividade alfa-(1,2)-fucosiltransferase”) para IPP (Tabela 3)
e trés genes (“SECl-alfa-2-fucosiltransferase Secl”, “FUT1-fucosiltransferase 1”7 e
“FUT2-fucosiltransferase 2”’) estdo nesses termos.

IPP € uma combinacdo linear ponderada de caracteristicas de conformacédo dos
pés e pernas, usada como um indice de selecdo para melhorar geneticamente essas
caracteristicas em bovinos da raca Holandesa no Canada. Cinquenta e dois potenciais
genes candidatos foram encontrados abrigando ou proximos aos 13 SNPs associados a
esse indice e alguns sdo importantes candidatos para IPP. O gene DIP2C regula a
metilacdo do DNA e a transicdo epitelial-mesenquimal em células humanas (LARSSON
et al., 2017) e foi identificado como um candidato para ulceras de sola, doenca da linha
branca e lesdes ndo infecciosas em cascos em bovinos leiteiros da raga Holandesa (LAl
et al., 2021). Além disso, 0 gene BIRC7 esta associado a diferenciacdo osteogénica de
celulas humanas (LI1U et al., 2017), enquanto o gene COL20A1 est4 associado a formagao
de colageno em humanos (RAJASEKARAN et al., 2023). Liu et al. (2021) mostraram
que YTHDF1 esta relacionado a osteoporose e sua expressdo aumenta em células-tronco
mesenquimais da medula éssea humana durante a diferenciacéo osteogénica. Alem disso,
camundongos que tiveram o YTHDFL1 silenciado apresentaram diminui¢cdo da massa

dssea in vivo.
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Tabela 2. Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) associados ao indice composto de pontuacéo para Pés e Pernas e 0s genes posicionais
correspondentes identificados.

Chr SNP Location (bp) MAF Effect P-valor Genes
BTAIl rs136174419 26.592.724 0,070, 0,659 1,667 x 10 PPMIB
141661000, 50.453.781 0,496, 0,471, 1,713 x 10°%,
BTA13 rs109648982, 50.448.257 0,418, 0,439, 1,514 x 10%, ENSBTAG00000007199
rs134704848 50.459.617 0,303 0,451 9,787 x 1079
1s42280937 50.502.256 0,378 0,445 6,672 x 107 ENSBTAG00000007199, HAO1
rs136408519 46.861.675 0,456 -0,485 8,835 x 1076 DIP2C, ZMYNDI1
CHRNA4, COL20A1, ARFGAPI,
rs109244187 54.357.411 0,137 0,639 2,423 x 10°% ENSBTAG00000051598, BIRC7, YTHDF I,
BHLHE?3, SLC17A9
BTA17  rs41849069 67.138.540 0,218 -0,539 2,543 x 1076 MNI
SPHK?2, DBP. CAll, NTN5, SEC1, FUT2,
BTA18 15134739530 55.365.713 0,072 -0,638 4,845 x 107 MAMSTR, RASIP1, IZUMOI, FUT1, FGF21,
BCAT?2, HSD17B14, PLEKHA4
rs133544315 59.727.750 0,124 -0,574 5,095 x 107 -
110774115 KCNC3, NAPSA, ENSBTAG00000048283,
56.589.786 0,148 0,520 1,085 x 10 NRIH2, POLDI, SPIB, MYBPC2, GARIN5A,
EMCI0, JOSD2, LRRC4B
BCAT?2, HSD17B14, PLEKHA4, PPPIR15A,
05 TULP2, NUCBI, DHDH, BAX, FTL, GYSI,
rs134119868 55.513.275 0,033 -0,772 2,257 x 10 RUVBL2, LHB, ENSBTAGO0000052788,
NTF4, ENSBTAG00000048800
BTA 26 1s3423553517  49.970.179 0,157 0,473 2,331 x 10°% -

BTA — Autossomo do Bos taurus
Fonte: Elaboragao Prdpria.



95

Tabela 3. Termos significativos na analise de anotacdo funcional para grupo de genes identificados para escore de condi¢édo corporal (ECC),
qualidade 6ssea (QO), indice composto de pontuacao para Pés e Pernas (IPP) e vista lateral da perna traseira (VLPT) em gado Holandés
canadense.

Caracteristica Banco d dados Original Termo Genes FDR
ECC GOTERM_MF DIRECT Aryl sulfotransferase SULTIBL, SULT1D1, SULT1E1 4,0x10°
activity
ECC GOTERM_BP_DIRECT sulfation SULTIB1, SULT1D1, SULTI1E1 5,2 X 107
ECC GOTERM_MF DIRECT  sulfotransferase activity SULTIB1, SULT1D1, SULT1E1 2,9 x 107
ECC INTERPRO Sulfotransferase domain SULTIB1, SULT1D1, SULTI1E1 4,8 x107?
ECC UP_SEQ FEATURE DOMAIN:Sulfotransfer_1 SULTIB1, SULT1D1, SULT1E1 3,6 x 102
QO UP_KW_DOMAIN Transmembrane helix CTDNEPI, ELOVL7, CHRNBI, CLDN7, EFNB3, 4,2 x 102

IL31RA, IL6ST, NLGN2, SLC244, SPEM1,
TMEMI102, TMEM256, TMEMS88, TMEM95

IPP INTERPRO Glycosyl Fransferase, SEC1, FUT1, FUT2 1,2x 107
family 11

IPP GOTERM_MF DIRECT Galactoside 2-alpha-L- SEC1, FUT1, FUT2 2,4x10°%
fucosyltransferase activity

IPP GOTERM_MF DIRECT Alpha-(1,2)- SEC1, FUTL, FUT2 2,4x103
fucosyltransferase activity

VLPT INTERPRO ABC transporter A, ABCA ENSBTAG00000049286, ABCA10, ABCA5, ABCA6 2,9 x 10

VLPT INTERPRO ABC transporter-like ABCA10, ABCA5, ABCAG6 1,4 x 107

VLPT GOTERM_MF DIRECT ATP binding ABCA10, ABCA5, ABCA6, MAP2K6, PRKCB, RYK 3,5 x 10

VLPT UP SEQ FEATURE  DOMAIN:ABC transporter ABCA10, ABCA5, ABCAG6 1,6 x 102

Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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O gene MN1 (MNL1 Proto-Oncogene, Transcriptional Regulator), localizado no
BTAL7, tem sido implicado no desenvolvimento craniofacial em camundongos e
humanos (BRECKPOT et al.,, 2016; HOEBEL et al.,, 2017). No BTA18 foram
encontrados os genes FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21), PPP1R15A (Protein
Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A), BAX (BCL2 Associated X, Apoptosis
Regulator), e EMC10 (ER Membrane Protein Complex Subunit 10). Wei et al. (2012)
identificaram o gene FGF21 como um regulador negativo fisiologicamente e
farmacologicamente significativo para massa 6ssea. Os genes PPP1R15A e BAX foram
associados ao desenvolvimento 6sseo em camundongos e humanos (DING et al.;
ZAMAN et al., 2012), enquanto Wang et al. (2022) identificaram que 0s niveis séricos
de EMC10 estdo correlacionados com o indice de massa corporal (IMC) e a resisténcia a
insulina em humanos, além de ser um potencial biomarcador de adiposidade em
camundongos e humanos.

Vérios QTLs (Apéndice 1V) estavam nas regifes gendmicas ao redor dos SNPs
significativamente associados a IPP. Cole et al. (2011) identificaram o0s SNPs
rs134739530 (BTA3:55.365.713 bp) e rs134119868 (BTA3:55.513.275 bp) associados a
QTLs para IPP, ANG, VLPT, ES e profundidade do Ubere nas mesmas regies onde
encontramos SNP associado a IPP. Além disso, QTL para variaveis como peso corporal,
taxa de conversdo alimentar e consumo de racdo residual foram encontrados nessas
regibes gendmicas. Ressalta-se também que Pérez-Cabal e Charfeddine (2016)
identificaram associacédo entre o alto peso corporal e a alta probabilidade de distdrbios na

conformacao dos pés e pernas em vacas da raca Holandesa na Espanha.

Caracteristicas de pontuacdo composta dos cascos (ANG e PT)

Foram identificados 27 SNPs associados com ANG e PT (Apéndice 1V), os quais
foram localizados nos cromossomos BTAL, BTA2, BTA4, BTA7, BTA9, BTAL0,
BTALll, BTA12, BTAL15, BTA19 e BTA20. Os SNPs mais significativos para ANG e PT
foram rs133014265 (BTA12:12.322.089 pb) e rs41936372 (BTA20: 11.927.432 pb),
respectivamente. As regides genémicas ao redor desses SNPs abrigam 18 potenciais
genes candidatos para ANG e 22 para PT (Tabela 4). Varios QTL foram relatados
anteriormente nas mesmas regides gendmicas, incluindo QTL para ANG, PC, ANG, PT,

IPP, VLPT, ES, altura corporal, peso corporal, porcentagem dssea, peso da carcaca,
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escore de conformacdo, forma leiteira, imunoglobulina nivel g, comprimento do teto e
posicionamento do teto (Apéndice 1V).

Quatorze GO termos significativos foram identificados para ANG, mas nenhum
foi significativo para PT. A Tabela 5 descreve os 11 genes que envolvidos com os GO
termos encontrados, incluindo Kegg Pathway, InterPro, fun¢Ges moleculares, processos
biol6gicos e componentes celulares relacionados ao receptor olfativo, transducgdo
sensorial e membrana celular.

Alguns genes candidatos foram identificados para ANG e PT. Thinesshwary et al.
(2018) relataram que o aumento da expressdo do RSAD2 (Radical S-Adenosyl
Methionine Domain Containing 2) esta correlacionado com a reducéao da replicacgdo viral
do Coxsackievirus A16 (CV-A16), enterovirus que causa doencgas nas maos, pes e boca
em humanos. O DGKH (Diacylglycerol Kinase Eta), localizado no BTA12, é um gene
candidato para regular o crescimento de bovinos Yunling e Leigiong por meio da
regulacdo da secrecdo de hormonios relacionados ao crescimento (LU et al., 2020) e,
também, foi associado com a densidade 6ssea em humanos (O'SEAGHDHA et al., 2013).
O gene LRP4 (LDL Receptor Related Protein 4), localizado no BTA15, foi associado a
sindactilia congénita em bovinos da raca Holandesa (DROGEMULLER et al., 2007). Esta
¢ uma anormalidade autossémica recessiva caracterizada pela fusdo dos digitos
funcionais (DUCHESNE et al., 2006).

Alguns QTLs para as caracteristicas Carne e Carcaga (porcentagem de 0ssos €
peso da carcaca), Leite (rendimento de leite), Producdo (peso corporal) e Reproducao
(taxa de concepgéo) foram encontrados (Apéndice 1V) nas mesmas regides associadas
com ANG e PT. Esses QTLs podem ser influenciados por lesdes nas regides dos pés que
levam a reducdo da producdo de leite, falta de ganho de peso, baixa fertilidade e,
frequentemente, descarte de animais (GARVEY, 2022). Cole et al. (2011) identificaram
um SNP (rs41628909, BTA1:67.619.208 bp) associado a um QTL para ANG, em que
nesse estudo foi identificado para PT. J& Boichard et al. (2003) identificaram um SNP
(rs137103653, BTA7:28.218.213 bp) associado a PT em que nesse estudo foi identificado
para ANG. Segundo Pérez-Cabal e Charfeddine (2016), uma pontuacédo alta para ANG
significa que as vacas tém um angulo de casco inclinado, o que requer menos
casqueamento. No entanto, o angulo do casco extremamente inclinado pode interferir no

efeito de amortecimento adequado na banda coronaria e pode colocar tensdo indevida na



98

juncdo entre a parede e a sola da garra. Além disso, PT ¢ a profundidade do calcanhar na
garra externa e, quando sua medida é extremamente rasa, ha uma incidéncia muito maior
do que a média de lesdes no taldo (CHAPINAL et al., 2013).
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Tabela 4. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados ao angulo do pé (ANG) e profundidade do taldo (PT) e 0s genes posicionais

correspondentes identificados.

Trait Cromosomo SNP Localizacao MAF Efeito P-valor Genes
(bp)
ANG BTA7 rs41628990 29.802.791 0,172 5.859 9,366 x 107 ENSBTAG00000046696
ANG BTA7 rs42650571 28.300.663 0,291 4.825 9,435 x 10°0¢ -
ANG BTA7 rs137103653 28.218.213 0,242 -5.012 2,117 x 10°% -
ANG BTA9 rs136724399 64.526.199 0,032 -12.006 8,232 x 10°0¢ -
ANG BTA10 rs110339743 OR4N4, OR4N2, OR4K6, OR4K3, OR4K2,
27.310.922 0,043 8.401 7,164 x 10%  OR4KS5, OR4K1, OR4K14, OR4K15, OR4Q2,
ENSBTAG00000039370
ANG BTA12 rs133014265 12.322.089 0,063 -7.737 1,310 x 10%  ENSBTAG00000053271, DGKH, AKAPI1
ANG BTA19 rs110348847 05 PCTP. ENSBTAG00000053407,
6.401.911 0,405 -4.259 2,316 x 10 ENSBTAGO0000039563
ANG BTA20 rs110955019 68.453.470 0,401 4.687 5,855 x 107 -
PT BTA1 rs41628909 67.619.208 0,335 0,691 7,418 x 1070¢ SEC224, ADCYS5
PT BTA2 rs110383851 12.107.533 0,088 0,903 2,311 x 10% -
PT BTA4 rs135171504 17.221.951 0,276 -0,645 1,830 x 10% -
PT BTA4 rs137817399 17.239.280 0,345 -0,598 2,374 x 10°% -
PT BTA9 rs109591644 83.309.979 0,120 0,852 1,737 x 10°% SHPRH, GRM1
PT BTA1l rs110533337 90.106.355 0,227 0,641 1,661 x 10 RSAD2, CMPK?2
PT BTA12 rs134493843 44.476.396 0,272 0,679 9,653 x 107 KLHLI
PT BTA12 rs43700792 47.035.822 0,364 0,614 2,005 x 10°% -
PT BTA15 rs41781867 76.895.774 0,325 0,631 1,455 x 10°% LRP4, CSTPPI
PT BTA20 rs41936372 11.927.432 0,469 -0,714 8,917 x 10708 -
PT BTA20 rs133321805 13.449.726 0,214 0,827 2,917 x 107 SREK1, ERBIN
PT BTA20 rs42243798 12.754.394 0,453 0,682 1,481 x 10 ENSBTAG00000049964
PT BTA20 rs132869581 12.784.933 0,327 -0,717 3,677 x 1070 ENSBTAG00000049964
PT BTA20 rs137824537 14.872.927 0,187 0,764 8,825 x 10°0¢ SHISAL2B, RGS7BP
PT BTA20 rs134796181 15.811.787 0,244 0,692 1,670 x 10% -
PT BTA20 rs110681916 12.095.813 0,413 -0,603 1,765 x 10 -
PT BTA20 rs41658458 16.083.771 0,284 0,653 1,880 x 10% -
PT BTA20 o5 SGTB, TRAPPC13, ENSBTAG00000047828,
rs109719590 13.994.440 0,179 0,753 2,058 x 10 TRIM?23, PPWDI1, CENPK, ADAMTS6
PT BTA20 rs135322173 14.842.827 0,220 0,681 2,342 x 10 SREK1IP1, SHISAL2B, RGS7BP

Fonte: Elaboragdo Prdpria.
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Tabela 5. Termos significativos na analise de anotacdo funcional para grupo de genes identificados para &ngulo do pé (ANG) em bovinos da raca

Holandesa canadense.

Banco d dados Original Termo Genes FDR
INTERPRO Olfactory receptor ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 1,4x 103
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4AN2, OR4N4, OR4Q2
GOTERM_MF_DIRECT Olfactory receptor ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 6,9x 1038
activity OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4AN2, OR4N4, OR4Q2
GOTERM_MF_DIRECT G-protein coupled ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 2,1x 107
receptor activity OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR4Q2
KEGG_PATHWAY Olfactory transduction OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, OR4K3, OR4K5, OR4K6, 7,4x 107
OR4N2, OR4N4, OR4Q2
UP_KW_BIOLOGICAL_PROCESS Olfaction ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 1,8 x10°
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4Q2
UP_KW_BIOLOGICAL_PROCESS Sensory transduction ~ ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 1,8x10°
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4Q2
UP_SEQ_FEATURE DOMAIN:G_PROTEI ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 2,4 x10*
N_RECEP_F1 2 OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4AN2, OR4N4, OR4Q2
INTERPRO G protein-coupled ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 1,0x10*
receptor, rhodopsin- OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR4Q2
like
INTERPRO GPCR, rhodopsin- ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 1,0x10*
like, 7TM OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR4Q2
GOTERM_CC_DIRECT Plasma membrane ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 2,0x10*
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, AKAP11, OR4Q2
UP_KW_CELLULAR_COMPONENT Cell membrane ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 5,3 x10*
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4Q2
GOTERM_CC_DIRECT Integral component of ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 2,1x 103
membrane OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR4Q2
UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION Transducer ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 4,7 x 103
OR4K3, OR4K5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR4Q2
UP_KW_MOLECULAR_FUNCTION Receptor ENSBTAG00000039370, OR4K1, OR4K15, OR4K14, OR4K2, 6,7 x 107

OR4K3, OR4KS5, OR4K6, OR4N2, OR4N4, OR40Q2

Fonte: Elaboragdo Prdpria.
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Onze dos quatorze GO termos podem estar relacionados a transdutores ou
receptores olfativos. O olfato é um sistema sensorial antigo que permite a um organismo
detectar produtos quimicos em seu ambiente e o primeiro passo na transducéo de odores
é mediado pela ligacdo de odores a receptores olfativos (GAILLARD et al., 2004). Os
bovinos usam o olfato para complementar suas informacgdes visuais, organizagao social
do grupo, reconhecer animais individualmente e ajudar a criar um vinculo entre a mée e
sua cria (PADODARA e JACOB, 2014). Alem disso, a comunicacdo olfativa entre os
animais e a reproducéo é baseada principalmente nos feromonios liberados, além do fato
de que na busca por comida, o odor pode condicionar o apetite do animal. Esses fatores
podem ser melhor aproveitados por animais com boa salde dos cascos.

Caracteristicas que compdem o escore de mobilidade (QO, VPD, LOC, VTPT e
VLPT)

Descobriu-se 58 SNPs significativamente associados as caracteristicas do escore
de mobilidade (Apéndice 1V). Apenas no BTA3, BTA8, BTA10, BTA13, BTA22,
BTA24, BTA26, BTA27, BTA28 e BTA29 nédo foram encontrados SNPs significativos.
Os SNPs mais significativos para QO, VPD, LOC, VTPT e VLPT foram os seguintes:
rs136174626 (BTA19: 27.056.493 pb), rs136468307 (BTA1l: 39.657.165 pb),
rs137570291 (BTALl: 76.829.758 pb), rs4 1781092 (BTA15:75.567.845 ph) e
rs3423241779 (BTAT7:28.761.924 pb). Essas regides gendmicas abrigam 45, 4,9, 16 e 16
potenciais genes candidatos associados a QO, VPD, LOC, VTPT e VLPT,
respectivamente (Tabelas 6 e 7). Além disso, essas regides abrigam QTL previamente
associados a varias caracteristicas, como ANG, PC, QO, IPP, ANG, PT, VTPT, VLPT,
ES, peso corporal, profundidade do torax, pontuacdo de conformacéo, forma lactea, nivel
de imunoglobulina g e comprimento do teto. (Arquivo Suplementar?2).

Cole et al. (2011) identificaram um SNP (rs132818385, BTA20:18.725.426 bp)
associado a regides de QTLs para VTPT, IPP, ANG e ES, em que nesse estudo foi
identificado para QO, um SNP (rs109011936, BTA11:78.444.403 bp) para VTPT, em
gue nesse trabalho foi associado a LOC,.um SNP (rs109828867, BTA18:7.150.509 bp)
para VTPT e VLPT, em que nesse trabalho foi associado a VTPT e um SNP (rs41627857,
BTA12:8.747.286 bp) para VLPT, em que nesse trabalho também foi associado a VLPT.
O QO é avaliado pelo nivelamento e limpeza do 0sso nas regides da perna, jarrete e coxa
(ONYIRO e BROTHERSTONE, 2008). De acordo com Atkins e Shannon (2002), uma
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alta pontuacéo de QO reflete a qualidade dssea extremamente plana com limpeza em toda
a extensdo e tenddes bem definidos, sendo uma indicacdo de condicionamento fisico e
boa circulacédo nas pernas sem inchaco excessivo nas articulagGes. VLPT é uma avaliacédo
do grau de curvatura do jarrete quando visto de lado e pernas extremamente curvadas
foram associadas a uma incidéncia maior que a média de erosdo de taldo (CHAPINAL et
al., 2013). O VTPT avalia a retiddo das patas traseiras quando vistas por tras e € medido
pelo grau de desvio interno dos jarretes e o grau correspondente ao qual os dedos apontam
para fora (ATKINS e SHANNON, 2002). Ndo foram identificados previamente na
literatura estudos de GWAS para VPD, sendo os resultados apresentados nesse trabalho
(Apéndice V) como pioneiros para essa caracteristica.

Cinco termos GO foram identificados nas analises de enriquecimento com as
caracteristicas do escore de mobilidade, incluindo um para QO e 4 para VLPT. Nenhum
termo GO foi enriquecido para VPD, LOC e VTPT. A Tabela 3 descreve os 14 genes
enriquecidos para o termo “Transmembrane helix” encontrado para QO. Enquanto sete
genes ("ABCA10- ATP binding cassette subfamily A member 10", "ABCA5- ATP binding
cassette subfamily A member 5", "ABCA6- ATP binding cassette subfamily A member
6", "MAP2K6- mitogen-activated protein kinase kinase 6 ", "PRKCB-protein kinase C
beta", "RYK- receptor like tyrosine kinase" e "ENSBTAG00000049286"™) foram
enriquecidos para o 4 termos identificados para VLPT ("ABC transportador A, ABCA";
"ABC transporter-like™; "ATP binding" , e "DOMAIN:ABC transporter") (Tabela 3).

Dentre os 90 genes identificados, destacam-se como candidatos os genes RYK
(Receiver Like Tyrosine Kinase), EXOC4 (Exocyst Complex Component 4), FGF23
(Fibroblast Growth Factor 23), STMN2 (Stathmin 2) e MAP2K6 (Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 6), localizados em BTAL, BTA4, BTAS5, BTA14 e BTAL9,
respectivamente. O RYK foi associado ao encurtamento de 0ssos longos nos membros de
camundongos (ANDRE et al., 2012), enquanto o FGF23 foi associado a hipocalcemia
subclinica em vacas leiteiras e a sintese de 1,25-diidroxivitamina D (SIMIC e BABITT,
2021; MA et al., 2022). O STMNZ2 foi associado a atrofia muscular e comprometimento
do comportamento motor em camundongos (SAN JUAN et al., 2022) e é um gene
candidato para a Encefalopatia Espongiforme Bovina classica (THOMSON et al., 2012).
O EXOCA4 foi identificado como um gene candidato para a qualidade da carne em bovinos

Simental (BORDBAR et al., 2019) e para caracteristicas de temperamento em bovinos
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Brahman (RUIZ-DE-LA-CRUZ et al., 2023). O gene MAP2K6 foi associado a
termogénese adaptativa em bovinos (RYU et al., 2012). Essas associa¢des podem indicar
fatores que afetam a mobilidade dos bovinos, pois estéo relacionados ao desenvolvimento

muscular, 6sseo, neural e comportamental.
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Tabela 6. Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) associados a qualidade 6ssea (QO), visdo da perna dianteira (VPD) e locomogao
(LOC) e os genes posicionais correspondentes identificados.

Trait  Chr SNP L"c?ll)‘;;‘“" MAF  Effect P-valor Genes
Q0 grAI18 rs109766155 1.498.235 0,204 -0,700 7,133 x 107 VACI4, MT3S2, EN, iiz;gcj’;ooooow 0915, L34,
Q0 BTAI1S8 rs136556784 1.470.422 0,208 -0,692 8,702 x 107 VACI14, MTSS2, ENSBTAG00000050915, IL34
QO CTDNEPI, ELP5, CLDN7, SLC2A44, YBX2, EIF5A,
GPS2, NEURL4, ENSBTAG00000045892, KCTD11,
] 06 TMEM95, TNK1, PLSCR3, TMEM256, NLGN2,
BTA19 rs136174626  27.056.493 0,219 -0,925 2,530 x 10 SPEMI. SPEM?. TMEMI102,
ENSBTAG00000050569, CHRNBI, ZBTB4,
POLR24
QO ] 06 TP53, WRAPS53, EFNB3, DNAH2, KDM6B,
BTA19 rs110845473  27.484.633 0,215 -0,898 5,533 x 10 TMEMSS, NAA3S, CYBSDI, CHD3
Q0 BrA20 HABFT"\A"ﬁiggégl' 18571733 0,145 -0.868  4.235x10%  ELOVL7, ENSBTAG00000049955, DEPDCIB
Q0 BTA20 rs41613300 18.626.250 0,145 -0,868  4,235x 107°¢ ELOVL7, DEPDCIB
Q0 BTA20 rs110877560  23.265.588 0,275 -0,718  4,725x 10 IL6ST, IL31RA, DDX4
Q0 BTA20 rs108968345 23.282.550 0,303 -0,697 4,916 x 10 IL6ST, IL31RA, DDX4
Q0 BTA20 rs132818385  18.725.426 0,357 -0,678 5,355 x 10 DEPDCIB
Q0 BTA20 rs110558195  20.142.479 0,159 0,832 5,468 x 10 PDE4D
Q0 BTA20 rs109445617  23.266.165 0,186 -0,746 1,589 x 10 IL6ST, IL31RA, DDX4
Q0 BTA20 rs29011426 23.312.762 0,186 -0,746 1,589 x 10 IL6ST, IL31RA, DDX4
Q0 BrA21 ARS'%ESSLO'NGS' 33.069.961 0,169 -0,852 3,170 x 107 ENSBTAG00000024311, ODF3LI
VPD BTA1ll rs136468307 39.657.165 0,079 -12325 9,448 x 10’ -
VPD BTA1l rs133253380  40.113.682 0,127 -6870 6,001 x 10 -
VPD BTA1ll rs109196408 39.491.318 0,083 -10081  1,755x 10 -



VPD
VPD
VPD
VPD
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC
LOC

BTAl4
BTAl4
BTAl4
BTAl6
BTAS
BTA5
BTAll
BTAl1l
BTAll
BTAl1l
BTAll
BTAl1l
BTA23
BTA23

rs134079793
rs109291207
rs110192073
rs109182378
rs41654529
rs109678909
rs137570291
rs41612857
rs110778731
rs29019720
rs136286714
rs109011936
rs136696041
rs109057916

42.586.262
42.898.907
42.975.630
67.865.555
105.743.393
22.971.796
76.829.758
76.863.768
76.836.424
76.779.895
76.930.841
78.444.403
5.075.497
5.081.980

0,222
0,457
0,460
0,446
0,085
0,308
0,493
0,490
0,476
0,374
0,479
0,384
0,158
0,177

-4609
-4089
-4035
4034
-0,721
-0,449
0,512
-0,515
-0,511
-0,468
-0,500
0,560
0,562
0,521

2,167 x 10
1,256 x 10°%
1,678 x 10°%
6,886 x 10
2,066 x 10%°
2,158 x 10°%
6,991 x 10
7,239 x 10
8,128 x 10
8,276 x 10
1,289 x 10°%
2,048 x 10°%
7,355 x 10°%°
1,009 x 10°%
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HEYI, STMN2, ENSBTAG00000032812
ENSBTAG00000032812, HEY1
PLA2G44
FGF6, FGF23, TIGAR, CCND2,

ENSBTAG00000049117, PUM?2
HMGCLLI, GFRAL, HCRTR2
HMGCLLI, GFRAL, HCRTR2

BTA — Bos taurus autosome

Fonte: Elaboragao Prdpria.
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Tabela 7. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados a vista traseira da perna traseira (VTPT) e a vista lateral da perna traseira
(VLPT) e os genes posicionais correspondentes identificados.

Trait Chr SNP Localizacao MAF  Effect P-valor Genes
(bp)
VIPT BTA2 BOVINEHDO0200004707  16.529.717 0,102 -7.930 1,419 x 10°% -
VTIPT BTA4 rs134960239 97.420.163 0,033 14.864 1,331 x 10% EXOC4
VIPT BTAG6 rs109648337 96.284.651 0,317 5.268 1,986 x 10 RASGEFIB,
ENSBTAG00000052070
VIPT BTA7 rs41658116 1.114.190 0,473  4.838 1,217 x 10 RASGEFIC, RNF130
VTPT BTA9 rs3423094135 64.186 0,297 -5.379 5,159 x 10706 -
VIPT BTA9 rs43744542 414.987 0,223  -5.678 1,297 x 10°%® PTP4Al
VTPT BTA15 rs41781092 75.567.845 0,285  -6.427 1,767 x 1077 ENSBTAG00000054083
VTPT BTA15 rs42912957 75.357.973 0,079  9.559 6,492 x 1076 PRDM]I1, SYTI3
VTPT BTAI15 rs110279884 76.060.265 0,441 5.235 1,058 x 10°%® PHF214
VTPT BTA15 rs110287097 75.439.705 0,157 6.926 1,262 x 10°%® -
VTPT BTAI15 rs109713642 75.887.663 0,500 -5.076 1,538 x 10°%® MAPKSIPI, C15H110rf9%4,
PEX16, LARGE2, PHF21A,
SLC35C1, CRY?2
VTPT BTA15 rs109435828 76.007.949 0,496  4.967 2,227 x 10°% MAPKSIPI, C15H110rf94,
PEX16, LARGE2, PHF21A,
CRY?2
VTPT BTA18 rs109828867 7.150.509 0,013 17.809 7,323 x 10°0¢ -
VLPT BTA1l rs43270148 135.158.833 0,017 12.253 7,018 x 1076 RYK
VLPT BTA7 rs3423241779 28.761.924 0,171  4.058 3,132 x 107 -
VLPT BTA7 rs132945415 28.662.752 0,825  -4.050 3,219 x 10°%¢ -
VLPT BTA7 rs3423227599 28.744.865 0,151  3.835 2,267 x 10°%° -
VLPT BTA9 rs136977277 19.418.690 0,254  -3.646 1,394 x 10°% SH3BGRL?
VLPT BTA9 rs29013705 19.421.211 0,229  -3.643 2,393 x 10°% SH3BGRL?
VLPT BTA12 rs41627857 8.747.286 0,363  -3.267 2,049 x 10°% -



VLPT
VLPT

VLPT
VLPT
VLPT
VLPT

VLPT
VLPT

BTA15
BTA15

BTA17
BTA18
BTA19
BTA19

BTA21
BTA25

rs136483399
rs42625101

rs110240722
rs136114993
rs134677011

rs3423448968

rs110016525
rs42684377

61.666.789
63.705.526

42.379.700
33.182.132
61.146.690
61.353.943

54.528.550
21.882.759

0,258
0,052

0,050
0,191
0,479
0,445

0,271
0,29

3.552
6.150

9.195
-4.135
3.235
3.267

3.505
4.062

1,029 x 10%
1,512 x 10

1,478 x 10°%®
1,148 x 10
1,597 x 10°%
1,990 x 10°%

1,645 x 10°%
2,051 x 10%
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DCDCI
OSERI, DEPDC7, TCPIILI,
CSTF3
PDGFC

MAP2K6
ABCAS,
ENSBTAG00000049286,
ABCAI10, ABCA6
ENSBTAG00000052854
PRKCB, CACNG3

BTA — Bos taurus autosome

Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Caracteristicas de forca leiteira (ECC, PC, LP, CL, AF e ES)

Um total de 135 SNPs foram encontrados associados com caracteristicas
relacionadas a forca leiteira (Apéndice 1V), os quais estdo localizados em varios
cromossomos, mas no BTA3, BTA4, BTA12, BTA13, BTA15, BTAL18, BTA24, BTA27
e BTA29 ndo foram encontrados qualquer efeito significativo. Os SNPs mais
significativos para ECC, PC, LP, CL, AF e ES foram rs110434046 (BTAG6: 87.184.768
pb), rs108938667 (BTA11:76.875.084 pb), rs42139508 (BTAZ28: 23.422.787 pb),
rs435712 86 (BTAS8:78.118.013 pb), rs137254844 (BTA17:42.276.117 pb) e
BOVINEHDO0100039562 (BTAL:156.730.566 pb), respectivamente. As regides
gendmicas ao redor dos SNPs significativos abrigam 24 potenciais genes candidatos para
ECC, 37 para PC, 27 para LP, 31 para CL, 9 para AF e 20 para ES (Tabela 8, 9 e 10).

Vérios QTL foram relatados anteriormente nas mesmas regibes gendmicas,
incluindo QTL para ECC, PC, LP, CL, ANG, PT, VTPT, VLPT, ES, ganho médio diario,
altura corporal, tamanho corporal, peso corporal, porcentagem 0ssea, tamanho do
bezerro, forma leiteira, ingestdo de matéria seca, indice de fertilidade, nivel de
imunoglobulina g, hiperplasia interdigital, persisténcia da lactacdo e Ulcera de sola. Lee
et al. (2021) identificaram um SNP (rs110310151, BTA6:86.996.470 bp) que foi
associado a uma regido de QTL para ECC, igual ao nosso estudo (Apéndice IV). O ECC
é uma ferramenta para avaliar as reservas de gordura das vacas leiteiras e vem sendo um
fator importante no manejo do gado leiteiro (ROCHE et al., 2009; MARTINS et al.,
2020). A PC estd associada ao indice econémico (ALCANTARA et al., 2022),
longevidade (ZAVADILOVA e STIPKOVA, 2012), eficiéncia alimentar
(MANAFIAZAR et al., 2016) e fertilidade (JAGUSIAK et al., 2014). Ashwell et al.
(2005) também identificaram o SNP (rs29013890, BTA20:34.800.041) associado a uma
regiao de QTL para PC (Apéndice 1V). An et al. (2020) identificaram um SNP
(rs42848657, BTA11:24.408.850) associado a perimetro toraxico, enquanto esse trabalho
0 associou a LP. A LP é medida diagonalmente atras como a distancia entre o topo das
patas dianteiras e a largura das costelas e do ombro e sua correlagdo positiva com o
tamanho do bezerro (0,37 = 0,01) (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2021). Ashwell et al.
(2005) identificaram o SNP (rs137532092, BTA20:27.329.790 bp) associado a uma
regido de QTL para o indice composto de capacidade leiteira, enquanto nesse trabalho ele

foi associado a caracteristica de CL (Apéndice 1V). A classificacdo de CL é iniciada
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observando o angulo das nervuras (direcdo das nervuras). E preferivel que as costelas
sejam espacadas e apontem na direcdo do Ubere para que a vaca seja considerada de alta
CL (ICAR, 2015). Oliveira Junior et al. (2021) encontraram correlacdo negativa entre ES
e idade no primeiro servigo (—0,45 + 0,01) e positiva com (0,52 £+ 0,01) tamanho do
bezerro. Cole et al. (2011) identificaram um SNP (rs43345563, BTA3:77.599.781 bp)
associado a PC e ES, que nesse trabalho foi associado a AF (Apéndice V). Também
identificamos SNPs para ES que foram identificados associadas a QTL para o indice
composto de capacidade leiteira (rs110111160, BTA21:60.066.050 bp) (KOLBEHDARI
et al., 2008), PC (BOVINEHD0100039562, BTA1:156730566 bp)(MCCLURE et al.,
2010) e profundidade de peito (rs136729009, BTA5:109.344.409 bp)(Boichard et al.,
2003).

Cinco termos GO (“aril sulfotransferase activity”, “sulfotransferase activity”,
“sulfation”, “Sulfotransferase domain” e “DOMAIN:Sulfotransfer 1), que contém trés
genes em comum: SULT1B1 (Sulfotransferase Family 1B Member 1), SULT1D1
(Sulfotransferase Family 1D Membro 1) e SULT1E1l (Sulfotransferase Familia 1E
Membro 1) foram identificados para ECC (Tabela 3), mas nenhum termo significativo foi
encontrado para as outras caracteristicas do grupo forca leiteira.

Alguns potenciais genes candidatos estdo localizados no BTA5 (ABCC9 - ATP
Binding Cassette Subfamily C Member 9; LGALS1 - Galectin 1), BTA6 (GC - GC
Vitamin D Binding Protein; CSN1S1 - Casein Alpha S1), BTA1l (MRPS5 -
Mitochondrial Ribosomal Protein S5) e BTA20 (GHR - Growth Hormone Receptor;
OXCT1 - 3-Oxoacid CoA-Transferase 1; RPL37 - Ribosomal Protein L37), pois foram
associados a caracteristicas leiteiras em estudos anteriores. ABCC9 foi associado com
profundidade do Ubere e caracteristicas de inser¢do do ubere anterior (TRIBOUT et al.,
2020) e GHR com peso ao nascer do bezerro (HARTATI et al., 2019). O ABCC9 também
foi associado a fertilidade de vacas leiteiras, sendo um dos responsaveis pela retomada
do ciclo reprodutivo ap6s o parto (NAYERI et al., 2016). MRPS5 € um gene candidato
para o primeiro intervalo de anestro p6s-parto em bovinos Nelore e Brahman (MELO et
al., 2019). ABCC9, GHR e OXCT1 foram associados ao rendimento de gordura e sintese
de acidos graxos do leite em bovinos da raca Holandesa (LI et al., 2014; JIANG et al.,
2019). CSN1S1 e RPL37 foram associados ao teor de proteina no leite em bovinos
German Black Pied (KORKUC et al., 2023) ¢ Ayrshire e Jersey (OLIVEIRA et al., 2019).
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Os genes LGALS1 e GC foram associados a conferir mecanismos de tolerancia
imunoldgica materno-conceptual (CHANEY et al., 2022) e resisténcia a mastite clinica
(LEE et al., 2021) em bovinos leiteiros.
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Tabela 8. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados ao escore de condicdo corporal (ECC) e largura do peito (LP) e os genes
posicionais correspondentes identificados.

Trait Chr SNP Localizacdo (bp) MAF  Effect P-valor Genes
ECC BTA3 rs110919821 78.508.362 0,082 -1.661 1,318 x10% MIERI, DNAI4, ENSBTAG00000049696, INSLS5,
DYNLTS, SGIPI
ECC BTA3 rs3423155914 79.371.143 0,061 -1.889 1,090 x 10 PDE4B, MGC137454
ECC BTA3 rs110146466 79.405.288 0,063 -1.883  1,195x10% PDE4B, MGC137454
ECC BTA3 542318770 79.398.869 0,068 1970 2,000 x 10 PDE4B, MGC137454
ECC BTA5 543440584 42.830.228 0,377 0,798 9,539 x 10 PTPRB, PTPRR
ECC BTA6 rs110434046 87.184.768 0,410 -0,987 4,262 x 10 NPFFR?2
ECC BTA6 rs109452259 87.068.809 0,470 -0,895 5,100 x 107 GC, ENSBTAG00000049290
ECC BTA6 rs134055603 87.097.860 0,470 -0,895 5,100 x 107 GC
ECC BTA6 rs110310151 86.996.470 0,484 -0,826 2,604 x 10 GC, ENSBTAG00000049290
ECC BTA6 rs110694875 87.405.290 0,491 -0,842 2,996 x 10 NPFFR2, ADAMTS3
ECC BTA6 rs135052123 85.312.679 0,305 -0,881 3,010 x 10 SULTIBI, SULTIDI, SULTIEI, CSNIS1
ECC BTA6 rs110352004 87.213.962 0,488 -0,810 4,223x10 NPFFR?2
ECC BTA6 rs109547247 87.000.075 0,484 -0,774 6,977 x 10 GC, ENSBTAG00000049290
ECC BTA6 rs109420430 87.409.266 0,441 -0,820 7,494 x 10 NPFFR2, ADAMTS3
ECC BTA6 42766480 87.156.735 0,426 -0,812 1,510x10% NPFFR?2
ECC BTA21 rs109750686 67.469.826 0,225 0,866 1,720 x 10 RCORI, ENSBTAG00000046633, TRAF3
ECC BTA22 rs134857381 42.618.135 0,016 2578  1,595x 107 ENSBTAG00000020373, FAM3D
ECC BTA22 rs133236828 42.482.809 0,016 2553 2,176 x 10 ENSBTAG00000020373
ECC BTA22 rs109833935 42.628.033 0,015 2541 2,654 x 10 ENSBTAG00000020373, FAM3D, FAM107A
ECC BTA28 rs133217149 21.988.457 -1.213 0,085 6,482 x 107 -
LP BTA3 541616993 75.767.267 0,325 0,564 1,545 x 10 -
LP BTA7 rs3423241949 29.402.654 0,173 0,793 5,060 x 10 -
LP BTA7  rs41256154 32.035.639 0,170 0,641  1,345x 10 FTMT
LP BTA7 rs133650669 32.232.465 0,271 0,582 2,426 x10% ENSBTAG00000054810,

ENSBTAG00000003086



LP
LP

LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP

LP
LP
LP

BTA7
BTAll

BTA1l
BTAll
BTA1l
BTAll
BTAll
BTAll
BTAll
BTA19

BTA28
BTA28
BTA28

rs42284427
rs43615003

rs110125096
rs42848657

rs109414585

rs137112475
rs43671061
rs29018553
rs42948529
rs41911826

rs136922313
rs42139508
rs137289883

56.306.169
2.006.676

2.124.396
24.408.850
25.163.431
25.540.060
25.616.082
26.317.389
59.551.844
34.164.616

23.410.406
23.422.787
23.730.009

0,369
0,096

0,096
0,038
0,032
0,033
0,039
0,032
0,294
0,350

0,182
0,375
0,315

-0,760
0,830

0,8168
1.257
1.382
1.294

-1.280
1.410

-0,655
0,567

0,648
0,586
0,509

8,735 x 10
1,541 x 10°%

2,012 x 10°%
6,833 x 10°¢
8,637 x 107
1,514 x 10
1,283 x 10°%
5,618 x 107
4,306 x 107
1,275 x 10

1,403 x 10%
4,802 x 107
1,634 x 10
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ENSBTAG00000034657, MRPS5, ZNF514,
ENSBTAG00000048358, PROM?2, KCNIP3
PROM?2, KCNIP3, FAHD2A, GPAT2
PKDCC
MTA3, OXERI, HAAO
ZFP36L2, THADA
THADA

BIDI, EPN2, GRAP, SLC5410, FAMS3G,
RNF112, MFAP4, MAPK7
CTNNA3, LRRTM3
CTNNA3, LRRTM3

BTA — Bos taurus autosome
Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Tabela 9. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados & profundidade corporal (PC) e 0s genes posicionais correspondentes

identificados.

Trait Chr Variant Localizac¢io (bp) MAF Effect P-valor Genes
PC BTA3 5109285537 3.248.489 0,173 -0,678 1,767 x 10°% TMCOI, ALDHY9A1,
MGST3

PC BTA5 5135033432 86.668.039 0,132 1.040 1,233 x 10% SOX5

PC BTA5 rs135250417 87.757.852 0,408 0,588 9,405 x 1077 C2CD5

PC BTA5 15109795387 88.379.767 0,464 -0,540 6,275 x 107 ABCCY, KCNJS

PC BTA5 5136530412 88.687.403 0,460 -0,545 9,266 x 107 GYS2, SPX, GOLTIB,
RECQL, PYROXDI

PC BTA9 rs133168118 100.204.200 0,076 -0,868 6,116 x 10 -

PC BTA9 5136337205 100.567.862 0,133 0,729 8,558 x 1076 PDE104

PC BTA1l rs109018444 75.301.517 0,335 0,592 1,825 x 10°% ATAD2B, KLHL29

PC BTA1l 5133999160 76.738.472 0,421 -0,568 2,027 x 10°%° -

PC BTA1l rs137570291 76.829.758 0,492 0,621 9,135 x 10°0¢ -

PC BTAll 5108938667 76.875.084 0,486 -0,789 5,640 x 1078 -

PC BTA1l rs136262208 76.910.156 0,156 -0,748 2,006 x 10°% -

PC BTAll 5110632976 76.915.355 0,493 -0,717 6,301 x 107 -

PC BTA1l rs3423322590 77.740.182 0,412 -0,635 2,467 x 107 TDRDI15

PC BTA1l4 5134380044 61.489.677 0,202 -0,640 2,347 x 10°% ATP6VICI, AZINI

PC BTA20 rs110622993 26.819.224 0,097 -0,799 1,888 x 10°% -

PC BTA20 5109281540 26.918.633 0,074 -1.088 1,155 x 10°% -

PC BTA20 rs41601571 26.929.602 0,162 -1.103 1,013 x 10°% -

PC BTA20 rs108943316 27.015.667 0,158 0,974 1,553 x 10°% -

PC BTA20 rs110731830 27.035.603 0,111 -1.011 7,378 x 1070¢ -

PC BTA20 5109101658 27.067.049 0,159 -0,771 9,783 x 1076 -

PC BTA20 rs135547893 27.091.598 0,104 0,968 7,668 x 107° -

PC BTA20 rs135634336 27.116.615 0,106 -1.057 7,531 x 10706 -



PC
PC

PC

PC

PC

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

PC

PC

PC

BTA20

BTA20

BTA20

BTA20

BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20

BTA20

BTA20

BTA20

rs41567173

1529022980

rs134893516

rs29018641

rs41580285
rs41639261
rs110482506
rs136824395
rs135891055
rs42376179
rs137300246
rs110708973
rs134597209
rs43001858
rs41938455
rs110600376
rs41938115
rs41948991
rs110772002

rs136028188

15135466944

rs134892111

31.034.452
31.069.095

31.094.282

31.134.096

31.177.589

31.912.365
32.009.781
32.478.922
32.629.298
33.256.142
33.275.529
33.312.140
33.314.180
33.323.766
33.341.878
33.381.855
33.392.509
33.429.456
33.537.716

33.541.612

33.614.197

33.634.634

0,162
0,163

0,164
0,162
0,199

0,242
0,243
0,293
0,202
0,240
0,163
0,148
0,165
0,193
0,118
0,193
0,148
0,176
0,166

0,189
0,142

0,164

0,829
0,824

0,832
0,829
0,737

-0,799
-0,771
0,820
-0,703
-0,668
-0,849
-0,905
0,902
-0,774
-1.103
0,820
0,968
-0,809
-0,920

-0,852
-1.011

-0,769

5,478 x 10°%°
5,695 x 10°%°

4,995 x 1070
5,491 x 107
9,948 x 107

2,430 x 107
6,295 x 107
1,855 x 10°%
1,093 x 10°%
1,485 x 10°%
4,815 x 10706
2,376 x 1076
1,129 x 107
8,432 x 107¢
3,307 x 107
2,995 x 1076
6,561 x 107
3,204 x 107¢
8,314 x 107

1,400 x 1076
3,942 x 107

1,763 x 10°%
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ENSBTAG00000033187
ENSBTAG00000033187,
NNT
ENSBTAG00000033187,
NNT
ENSBTAG00000033187,
NNT
ENSBTAG00000033187,
NNT, PAIP1
GHR
GHR

FBXO4, RIMOCI, OXCT1I
PLCXD3, C6
PLCXD3, C6
PLCXD3, C6
PLCXD3, C6

c6
co
C6, MROH2B
C6, MROH2B
C6, MROH?2B
C6, MROH?2B, C7,
CARDG6
C6, MROH?2B, C7,
CARDG6
MROH?2B, C7, CARD®,
RPL37, PRKAAI, TTC33
C7, CARDG, RPL37,
PRKAAIL, TTC33



PC

PC

PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC
PC

BTA20

BTA20

BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA20
BTA22
BTA26
BTA26
BTA26

rs41944921

rs132687807

rs137330216
rs135463978
rs110120167
rs134098007
rs41939690

rs3423475152

rs41640156
rs43762676
rs29013890
rs110475161
rs137381370
rs137837731
rs137141124

33.748.963

33.796.269

33.886.801
34.147.545
34.163.269
34.187.922
34.224.609
34.256.033
34.460.986
34.507.773
34.800.041
58.788.655
28.713.815
28.776.880
42.096.145

0,213
0,127

0,149
0,183
0,179
0,129
0,152
0,130
0,181
0,189
0,138
0,154
0,041
0,038
0,457

0,709
-1.057

0,771
-0,703
-0,847
-0,767
-0,668
-0,675
-0,769
0,645
-0,768
0,644
1.775
1.824
-0,559

8,778 x 10°%®
7,468 x 107

5,606 x 107
1,310 x 10°%
8,216 x 1077
2,552 x 107
3,856 x 107
1,350 x 107
6,572 x 107
1,040 x 10°%
2,887 x 107
1,971 x 10°%
3,155 x 107
1,112 x 10°%
2,428 x 10

115

RPL37, PRKAAI, TTC33,
PTGER4
PRKAAI TTC33,
PTGER4

I0SEC]

TACC2, BTBDI6

BTA — Bos taurus autosome
Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Tabela 10. Polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) associados a capacidade leiteira (CL), altura frontal (AF) e estatura (ES) e 0s genes
posicionais correspondentes identificados.

Trait Chr Variant Localizacao MAF Effect P-valor Genes
(bp)
CL BTA2 rs42530075 59.249.406 0,011  -2.276 5,248 x 107° HNMT
CL BTA2 rs42530109 59.353.958 0,012  2.276 5,248 x 10706 ENSBTAG00000039437
CL BTA8 343559726 62.766.388 0,17 -0,871 1,180 x 10°% TDRD7, TMODI1, TSTD2, NCBP1
CL BTA8 543571286 78.118.013 0,137 1.140 3,566 x 1077 NTRK?2
CL BTA8 rs41590554 78.350.218 0,171 0,918 1,770 x 10°% NTRK2
CL BTA8 rs134395443  78.566.341 0,17 0,998 7,943 x 10 -
CL BTA8 rs109853697  78.583.825 0,212 0,887 1,516 x 10°% ENSBTAG00000050767
CL BTA8 rs110135009  78.585.174 0,498  -0,708 1,596 x 10°% ENSBTAG00000050767
CL BTA8 1542710122 78.587.452 0,258 0,841 8,545 x 1070° ENSBTAG00000050767
CL BTA8 rs42360833 79.729.695 0,258 0,783 2,344 x 10°% -
CL BTA8 rs134625094  80.674.372 0,127 1.172 1,164 x 10 DAPKI
CL BTA8 543734710 82.161.159 0,144  1.079 1,675 x 10 PTCHI
CL BTA8 rs137341434  82.787.089 0,129 1.149 1,065 x 10°% ERCCG6L2, ENSBTAG00000053599
CL BTA8 543568478 83.673.324 0,151  -1.039 4,041 x 1070 ENSBTAG00000009764
CL BTA8 rs43568461 83.687.485 0,185  -0,901 2,623 x 10 ENSBTAG00000009764
CL BTA8 rs110495184  83.707.862 0,126 1.237 4,450 x 1077 ENSBTAG00000009764, ZNF484
CL BTA9 rs110091464  20.235.961 0,214  -0,860 1,595 x 10°% -
CL BTA19 rs137606216  28.575.558 0,212 0,905 1,612 x 10 NTNI, STXS
CL BTA19 rs110053512  28.598.941 0,266 0,773 1,099 x 10°% NTNI, STX8
CL BTA20 rs137289069  23.431.592 0,242  -0,812 5,788 x 107 IL31RA, DDX4, SLC38A9
CL BTA20 rs110475392  26.060.070 0,324  -0,754 1,756 x 10.05 MOCS?2, ITGA2, ITGAI
CL BTA20 rs111000237  27.202.535 0,241  -0,799 1,456 x 10°% -
CL BTA20 rs137532092  27.329.790 0,281 0,780 1,358 x 10°% -
CL BTA23 rs137079734  34.479.993 0,193  -0,850 1,539 x 10°% ENSBTAG00000038430
CL BTA25 rs42067830 35.354.001 0,171 0,795 7,849 x 10 COL26A1, IFT22, FISI



CL
CL
AF
AF
AF
AF
ES

ES
ES

ES

ES

ES
ES

BTA25
BTA26
BTA3
BTAS8
BTA16
BTAl7
BTAl

BTAl
BTAS

BTAS

BTAS

BTA10
BTA?21

rs42066764

rs135535498
rs43345563
rs43581101

rs42464469
rs137254844
BOVINEHD
0100039562
rs42948748
rs136729009

rs133183974

rs110365530

rs109396576
rs110111160

35.399.705

44.187.259
77.599.781

110.185.962
57.526.937
42.276.117

156.730.566

156.744.423
109.344.409

109.392.964

109.615.284

77.708.611
60.066.050

0,243

0,493
0,281

0,034
0,324
0,025
0,048

0,035
0,160

0,043

0,086

0,058
0,224

-0,718

0,624
-2.114

-5.065
1.720

-4.772

10.368

-10.847
-5.695

-12.514

6.906

8.819
-4.869

1,574 x 10

2,094 x 10
8,686 x 10°

7,883 x 1076
1,744 x 10°%
5,667 x 107
7,770 x 107

2,789 x 10°%
1,711 x 10°%

1,095 x 10°%
6,646 x 10°%

3,597 x 1070
1,412 x 10°%
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COL26A1, IFT22, FISI, CLDNI5,
ZNHITI, PLOD3
LHPP, FAMS53B
GNGI12, GADD454
MEGFY9, FBXW2, B3GALTY, PSMD5,
CUTAL, PHF19

PDGFC
KCNHS

KCNHS
MICAL3, PEX26, TUBAS, CDC42EP1,
LGALS?
PEX26, TUBAS, CDC42EPI, LGALS?2,
GGAl, SH3BPI
LGALSI, NOL12, TRIOBP,
ENSBTAG00000048772, GCAT, GALR3,
ANKRD54, EIF3L, MICALLI
FUTS
DICERI, CLMN

BTA — Bos taurus autosome
Fonte: Elaboragéo Prdpria.
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Conclusoes

As anélises de associacdo gendmica ampla identificaram SNPs significativamente
associados a caracteristicas de conformacao corporal em quase todos os BTAs. As regides
ao redor (+100kb) dos SNPs significativos se sobrepdem com varios locos de
caracteristicas quantitativas (QTL) previamente relatados para exterior, salde, carne e
carcaca, producdo de leite e caracteristicas reprodutivas. Um total de 233 SNPs
significativos ao nivel gendmico, 27 termos de ontologia génica e vias bioldgicas foram
enriquecidos, 256 QTLs e 310 potenciais genes candidatos foram encontrados. Esses
genes estdo envolvidos em vias bioldgicas associadas ao desenvolvimento ésseo,
metabolismo, doencas, reproducédo e producéo de leite. Esses resultados contribuem para
melhorar a compreensao dos mecanismos moleculares subjacentes a expressao fenotipica
de caracteristicas de conformacao corporal, o que pode ser Util para melhorar a avaliagdo

gendmica em bovinos da raga Holandesa.
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Considerac0es Finais e Implicagdes

Este trabalho identificou numerosas regiGes gendmicas e potenciais genes
candidatos associados a caracteristicas de satde do casco e conformacdo em bovinos da
raca Holandesa. Em muitos estudos anteriores de associacdo genémica ampla (GWAS)
para caracteristicas de conformacdo em Holandesa, painéis SNP de densidade meédia
(MD) foram usados. Abo-Ismail et al. (2017) foi o Unico estudo a relatar a analise de
associacao usando um painel SNP de alta densidade (HD). A imputacdo de genotipo de
MD para HD pode melhorar as analises GWAS e fornecer evidéncias mais fortes para
uma relacdo causal entre fenotipo e SNP (ABO-ISMAIL et al., 2017; VANRADEN et
al., 2017). Além disso, algumas caracteristicas de conformacao, como viséo frontal das
pernas (VPD), ndo foram analisadas em analises GWAS anteriores na raca Holandesa.
Assim, este estudo tem vias bioldgicas indicam que os resultados encontrados séo
biologicamente relevantes. Eles tém sido associados a vias de regulacdo imune, ativacao
inflamatoria, reparo tecidual e formagdo de colageno. Assim, estdo diretamente
relacionados aos mecanismos de expressdao dos sintomas das doencas infecciosas e ndo
infecciosas dos cascos. Os SNPs identificados podem ser adicionados a painéis SNP de
baixa densidade para aumentar potencialmente as precisdes de previsdo gendmica. Os
préximos passos seriam realizar GWAS com base em gendtipos de sequéncia de genoma
inteiro, com foco nas regides identificadas neste estudo e utilizar abordagens dmicas
adicionais, como transcriptdmica, para validar o papel dos SNPs e potenciais genes
candidatos identificados. Além disso, recomenda-se realizar a validacdo em populagdes
independentes usando conjuntos de dados maiores para avaliar a consisténcia dos
resultados.
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