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IV- Resumo 

Distúrbios reprodutivos são uma das principais causas de prejuízos econômicos em rebanhos 

bovinos. Um declínio na eficiência reprodutiva vem sendo observado em raças bovinas 

submetidas a processos de seleção intensivo para características de produção e reprodução. Este 

efeito oposto pode ser explicado como consequência da seleção unidirecional, do efeito carona, 

ou consequência de possível efeito pleiotrópico. Neste estudo, diferentes técnicas de alto 

rendimento foram combinadas com o intuito de identificar genes candidatos para características 

reprodutivas em bovinos. Primeiramente, um estudo de associação em escala genômica 

(GWAS) foi realizado para a identificação de regiões candidatas para os fenótipos de hipoplasia 

gonadal e anormalidades espermáticas em animais da raça Gir. A partir desta análise, foram 

identificados importantes candidatos funcionais para os fenótipos avaliados, como é o caso dos 

genes AR, TUBB e GOPC. Em seguida, uma revisão sistemática com priorização funcional foi 

realizada para a identificação de genes candidatos para características espermáticas e 

testiculares em diversas raças por meio da integração de dados de GWAS publicados. Os 

resultados desta análise reforçam a heterogeneidade genética de fenótipos reprodutivos e uma 

maior estabilidade de características testiculares, compartilhando uma maior proporção de 

genes candidatos entre estudos. Com esta estratégia, foram identificadas regiões com indícios 

de especialização para características reprodutivas (BTAX, BTA14 e BTA17) e com padrões 

de compartilhamento espécie-específicos. Com o intuito de identificar possíveis genes 

reguladores para o efeito pleiotrópico associado a características de produção e reprodução, 

uma estratégia multi-ômicas e multi-raças foi realizada. Resultados de RNA-seq e GWAS para 

características associadas ao desenvolvimento da puberdade em fêmeas das raças Brangus, 

Brahman e Tropical Composite foram integrados e comparados com um mapa genômico de 

efeito pleiotrópico. Com essa estratégia, foram identificados genes mapeados em regiões com 

um alto sinal de efeito pleiotrópico, compartilhados entre estudos e com evidência de efeito 

funcional. Destaca-se aqui a forte associação dos genes candidatos relacionados com a atividade 

de hormônios tireoidianos, como por exemplo, os genes TG e IYD. Os resultados aqui obtidos, 

possibilitaram a identificação de processos biológicos compartilhados entre fenótipos 

reprodutivos, contribuindo para a compreensão da arquitetura genética e dos processos 

biológicos envolvidos na regulação destas características. Além disso, os genes candidatos aqui 

identificados podem ser utilizados para a prospecção de variantes associadas a fenótipos 

reprodutivos. Futuramente, estas variantes poderão, ser utilizadas em programas de 
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melhoramento genético, visando à redução da frequência de distúrbios reprodutivos nos 

rebanhos. 

V- Abstract 

Reproductive disorders are one of the major causes of economic loss in bovine herds. A 

decrease in reproduction efficiency has been observed in bovine breeds under intensive artificial 

selection. This may be explained by unidirectional selection, hitchhiking effect or can be a 

consequence of a pleiotropic effect. In this study, different high throughput methodologies were 

combined in order to identify candidate genes for bovine reproductive traits. Initially, a 

Genome-wide association study (GWAS) was developed to identify candidate genomic regions 

for gonadal hypoplasia and spermatic abnormalities in the Gyr breed. This approach allowed 

identification of important functional candidate genes for these phenotypes; for example, AR, 

TUBB and GOPC. Following this approach, a systematic review along with a prioritization 

analysis were conducted to identify candidate genes for spermatic and testicular traits among 

taurine and indicine breeds, integrating published GWAS data. The results of this analysis 

reinforce the genetic heterogeneity of reproductive phenotypes. Testicular traits presented 

lower variance, when compared to spermatic traits, and, the co-occurrence of specific candidate 

genes, emerging in more than one GWAS, was larger for testicular traits. Using this systematic 

review and prioritization analysis approach, regions suggesting specialization in the control of 

reproductive traits, having a species-specific pattern were identified in taurine chromosomes 

BTAX, BTA14 and BTA17. In addition, to identify genes potentially able to underlie or 

regulate pleiotropic effects affecting both production and reproduction traits, a multi-omics and 

multi-breed approach was developed. RNA-seq and GWAS data for traits related to puberty 

development in Brangus, Brahman and Tropical Composite females were integrated and 

compared with a map of the pleiotropic effect across the bovine genome. This approach allowed 

the identification of candidate genes in regions having a high pleiotropic effect signal shared 

among studies and high evidence of functional effect. It is important to highlight the strong 

association observed between the candidate genes and the activity of thyroid hormones; for 

example, the TG and IYD genes. The results obtained in the present study allow the 

identification of biological processes shared among reproductive phenotypes; contribute to the 

knowledge of the genetic architecture and the biological processes related to the regulation of 

reproductive traits. In addition, the candidate genes identified in the present study can be used 

to unravel genetic variants associated with reproductive phenotypes. A better understanding of 
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genes and genetic variants underlying pleiotropic effects can be helpful in reducing the 

reproductive loss associated with genetic selection programs. 

 

1- Introdução Geral 

1.1 Distúrbios reprodutivos e prejuízos econômicos em rebanhos bovinos 

Distúrbios reprodutivos são umas das principais causas de prejuízo para o setor 

agropecuário em todo o mundo, de forma que a seleção de animais baseada na eficiência 

reprodutiva pode resultar em forte impacto no sucesso econômico de um rebanho (Bellows et 

al., 2002; Hudson et al., 2010; Inchaisri et al., 2010; Shalloo et al., 2014). Nas últimas décadas, 

um avanço significativo foi alcançado na melhoria de características de produção em rebanhos 

selecionados para produção de leite ou de carne (Haskell et al., 2014; García-Ruiz et al., 2016; 

Lamb et al., 2016; Thundathil et al., 2016; Weller et al., 2017). Contudo, ao mesmo tempo, a 

eficiência reprodutiva dos animais submetidos a intensos processos de seleção para aumento de 

produção vem apresentando uma constante queda ao longo das últimas décadas (Lucy, 2001; 

Sangsritavong et al., 2002; Sartori et al., 2002; Barbat et al., 2010; Berry et al., 2016; García-

Ruiz et al., 2016; Thundathil et al., 2016). Isto pode ser consequência da seleção unidirecional, 

do efeito carona, ou consequência direta do processo de seleção, onde os mesmos alelos que 

aumentam a produção de leite podem estar reduzindo a fertilidade (Walsh, S. et al., 2011). 

Hudson et al. (2010) e Inchaisri et al. (2010) avaliaram o prejuízo causado em rebanhos 

leiteiros devido a cenários reprodutivos ruins. Respectivamente, estes prejuízos foram 

estimados em 110 Libras e 231 Euros por vaca/ano, quando comparado a um cenário de 

características reprodutivas satisfatórias. Além disso, Shalloo et al. (2014) estimou um prejuízo 

de aproximadamente 9 Euros por vaca/por ano com o decréscimo em 1% da taxa de sucesso 

reprodutivo. É importante ressaltar que este cenário não levou em consideração os gastos 

indiretos acarretados pela redução na viabilidade de expansão do rebanho, assim como a 

necessidade de utilização de reprodutores externos. A partir destes valores, é possível observar 

que problemas reprodutivos têm potencial para e afetar diretamente a viabilidade e manutenção 

dos rebanhos devido ao grande potencial de prejuízos, que podem incidir sobre o produtor. 

No caso da economia brasileira, esse prejuízo pode ter consequências significativas. A 

pecuária bovina é um dos setores de maior importância para a economia brasileira, visto que o 

Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo, tendo posição de destaque tanto para a 

produção de leite, quanto para a produção de carne. No ranking mundial, o Brasil é o quarto 

maior produtor de leite (>30M de toneladas em 2016) e o maior exportador de carne bovina, 
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tendo produzido, aproximadamente, 9M de toneladas em 2016 (Fao, 2016). Nos últimos 40 

anos, a produção leiteira e de carne, aumentou cerca de quatro vezes no Brasil, fato que não 

pode ser explicado somente pelo aumento do tamanho populacional, reforçando o impacto da 

seleção e melhoria de condições nos rebanhos (Embrapa/Sgi, 2017). Em 2016, o setor 

agropecuário movimentou mais de R$ 150 bilhões em valor bruto. Cerca de 5% deste valor tem 

origem na produção leiteira, enquanto cerca de 14% tem origem na produção de carne 

(Embrapa/Sgi, 2017). Estes valores ressaltam a importância da agropecuária para o País, mais 

especificamente, da produção de carne e leite. 

Levando-se em consideração a importância da produção agropecuária para a economia 

brasileira e o impacto de distúrbios reprodutivos sobre os lucros desse setor, a investigação dos 

processos biológicos envolvidos na regulação biológica da reprodução é um passo crucial. A 

precocidade sexual é uma das características com maior pressão de seleção dentro de um 

rebanho devido ao potencial de redução do intervalo geracional causado pela sua melhoria. Por 

sua vez, precocidade sexual é diretamente ligada ao desenvolvimento da puberdade.  A 

regulação da instalação e da progressão da puberdade é realizada pela ação de diversos genes, 

que atuam em diferentes vias metabólicas, responsáveis por controlar o desenvolvimento de 

uma série de fenótipos, como crescimento corporal, expressão de neuropeptídios, 

desenvolvimento sexual, entre outros (Dorn e Biro, 2011). Os órgãos, glândulas e tecidos, que 

desempenham funções cruciais para o desenvolvimento da puberdade, como por exemplo, a 

pituitária, o hipotálamo e a tireoide, também são responsáveis pela regulação de diversas vias 

metabólicas e processos celulares envolvidos em características de produção (Viitala et al., 

2006; Cánovas et al., 2014; Fernández et al., 2017; Nguyen et al., 2017). Os hormônios 

tireoidianos, por exemplo, estão envolvidos em diversas características de produção ou traços 

reprodutivos em gado. Genes responsáveis por regular os níveis desses hormônios foram 

descritos como diferencialmente expressos em estudos que avaliaram eficiência alimentar, 

estágios da lactação, deposição de gordura e desenvolvimento embrionário (Capuco et al., 

2001; Pezzi et al., 2003; Wang et al., 2009; Meyerholz et al., 2015; Ashkar et al., 2016; Weber 

et al., 2016; Schering et al., 2017). Além disso, polimorfismos no gene codificador da 

tireoglobulina, uma das principais proteínas responsáveis pela produção dos hormônios 

tireoidianos T3 e T4, já foram associados com importantes traços de produção (Fontanesi et al., 

2014; Tait et al., 2016). Em somatório, alterações nos níveis de hormônios tireoidianos durante 

a gravidez são associados com alterações na progressão da gravidez e perdas gestacionais em 

diversas espécies (Twig et al., 2012). Ocitocina (OXT) e prolactina (PRL) são exemplos, 

respectivamente, de um neuropeptídeo e de uma proteína que possuem ação relacionada com 
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traços de produção (quantidade de leite produzido, conteúdo proteico etc.) (Dybus, 2002; Brym 

et al., 2005; Hameed et al., 2014). Adicionalmente, estas moléculas atuam diretamente no 

testículo, regulando a produção de testosterona. A atuação da PRL na síntese de testosterona se 

dá por meio da potencialização do efeito do hormônio luteinizante, sintetizado pela hipofise, 

sobre a síntese de testosterona e espermatogênese (Hafiez et al., 1972; Rastrelli et al., 2015). 

Tratamentos utilizando PRL em animais hipofisectomizados resultam na indução da 

espermatogênese e na restauração dos níveis de testosterona plasmática (Rastrelli et al., 2015). 

No caso da OXT, este neuropeptídeo é produzido pelas células da neurohipófise e postula-se 

que sua atuação ocorra no aumento de função da 5α-redutase, a enzima responsável por 

converter a testosterona em dihidrotestosterona (DHT), sua forma mais ativa. Há vias 

alternativas para produção e degradação da testosterona. Em uma via alternativa, CYP19A1 

converte testosterona em 19-OH-testosterona, 19-oxo-testosterona e finalmente em estrógeno. 

Desta forma, o balanço entre estas vias vai determinar a quantidade de testosterona e a 

quantidade de estrógeno aos quais o indivíduo está exposto. A relação existente entre o 

desenvolvimento da puberdade e as alterações associadas com características de produção e 

fertilidade, fazem os genes responsáveis por regular estes processos importantes candidatos 

para efeitos pleiotrópicos envolvendo este. 

A correlação negativa entre características de produção e eficiência reprodutiva já é algo 

bem estabelecido na literatura. Contudo, as bases genéticas desse processo são pouco 

conhecidas. Um bom exemplo desta correlação negativa, que se aplica a rebanhos selecionados 

para leite ou para carne, é a associação existente entre eficiência alimentar e eficiência 

reprodutiva (Mu et al., 2016). Os custos alimentares representam uma grande parcela dos gastos 

com rebanhos, fazendo com que nas últimas décadas um esforço seja feito com o intuito de 

aumentar a eficiência alimentar nos rebanhos (Mu et al., 2016). Entretanto, o aumento da 

eficiência alimentar foi acompanhado do aumento de alguns fenótipos indesejados. Por 

exemplo, animais que apresentam uma maior eficiência alimentar tendem a apresentar menor 

motilidade e menor viabilidade espermática, assim como menor circunferência escrotal e com 

o número de dias para o parto (Awda et al., 2013; Mu et al., 2016).  

Distúrbios reprodutivos em touros representam uma importante parcela da totalidade 

das alterações reprodutivas observadas nos rebanhos. Machos geralmente possuem maior 

capacidade de transmissão dos componentes genéticos, uma vez que produzem mais prole em 

comparação às fêmeas. Além disso, alguns estudos têm relatado que uma porcentagem 

significativa das falhas reprodutivas em bovinos leiteiros é atribuível à infertilidade masculina 

(Dejarnette et al., 2004). Em rebanhos brasileiros, distúrbios reprodutivos em machos atingem 



 

18 

 

frequências de até 15%, como no caso da raça Gir (Andreussi et al., 2014). O distúrbio 

reprodutivo observado com maior frequência entre os rebanhos Gir é a hipoplasia testicular. A 

hipoplasia testicular é um defeito congênito caracterizado por uma falha no desenvolvimento 

do epitélio seminífero é observada, resultando em características morfológicas distintas do 

testículo quando comparado a testículos normais, assim como redução na fertilidade (Figura 1). 

As medidas do testículo bovino variam entre raças, porém, estima-se que, o testículo bovino 

tenha de 300-400 gramas com 10-13 cm de comprimento e 5-6,5 cm de largura. O parênquima 

testicular é o principal responsável pelo volume gonadal, sendo composto, basicamente, pelos 

túbulos seminíferos e o tecido intersticial. Os túbulos seminíferos contêm o tecido germinativo 

(espermatogônias) e um conjunto de células especializadas para o suporte da produção de 

espermatozoides, as células de Sertoli. O tecido intersticial é formado por uma rede de tecido 

conjuntivo frouxo, que preenche o espaço entre os túbulos seminíferos e os vasos sanguíneos. 

O principal tipo celular que reside no tecido intersticial são as células de Leydig. Estas células 

organizam-se em clusters no tecido intersticial, sendo responsáveis pela produção de 

andrógenos nos testículos. A abundância de células de Leydig no interstício é um critério de 

classificação testicular entre espécies. Bovinos são classificados no grupo 2, juntamente com 

macacos, elefantes, e humanos (Fawcett et al., 1973). Os animais desse grupo possuem um 

tecido intersticial bem frouxo, com células de Leydig espalhadas pelo interstício associadas 

fortemente ao sistema linfático. Nestes animais, as células de Leydig são responsáveis somente 

por ~15% do volume testicular.  

 

 

Figura 1: Características morfológicas testiculares de animais hipoplásicos e saudáveis. Os 

animais A, B e C apresentam hipoplasia testicular com graus de assimetria diferentes, enquanto 

o animal D é clinicamente normal. Adaptado de (Moura, 2013). 

 



 

19 

 

 

 

O componente ambiental influi fortemente no desenvolvimento das características 

reprodutivas em bovinos. Características femininas, como idade ao primeiro parto, e 

características masculinas, como melhores parâmetros reprodutivos possuem correlação direta 

com o peso do animal (Corrêa et al., 2006; Boligon et al., 2008). Isso pode ser explicado pela 

relação existente entre a eficiência reprodutiva e os aspectos nutricionais aos quais o animal 

está sujeito (Mcnamara e Shields, 2013; Leroy et al., 2014). Além disso, variações sazonais 

influenciam a composição lipídica do leite nos animais e estão associadas, também com a 

qualidade do sêmen (Argov-Argaman et al., 2013). O efeito sazonal também é observado sobre 

a taxa de sucesso das inseminações artificiais em bovinos, estando principalmente relacionado 

ao estado nutricional durante o inverno e ao estresse térmico no verão (Bouhroum et al., 2014).  

 Bovinos, em geral, são considerados espécies com reprodução contínua (não-sazonal) 

(Tucker, 1982). Contudo, a ação do eixo hipotalâmico-pituitário-gonadal é regulada de maneira 

sazonal, sendo que o pico de produção de gonadotrofinas é observado no equinócio de 

primavera e uma maior produção de testosterona é observada em resposta à resposta a uma 

maior produção de LH no solstício de verão (Stumpf et al., 1993). Estes resultados indicam 

uma influência da estação do ano no controle das funções testiculares. Geralmente, o período 

reprodutivo é estabelecido nos meses mais quentes em regiões subtropicais. Contudo, altas 

temperaturas podem causar estresse térmico devido a falhas nos mecanismos de 

termorregulação e dissipação de calor (Armstrong, 1994; West, 2003; Marai et al., 2008). 

Basicamente, todos os tecidos celulares no testículo são afetados pelo aumento da temperatura. 

Porém, células germinativas tendem a ser mais sensíveis às elevações bruscas de temperatura 

(Waites e Setchell, 1990). Os impactos da elevação da temperatura são observados em todas as 

etapas de desenvolvimento de espermatozoide, sendo que espermatócitos em prófase meiótica 

geralmente entram em processo de morte celular, enquanto espermatozoides em estágios 

posteriores de maturação apresentam alterações metabólicas e estruturais graves (Setchell et 

al., 1971). Estas alterações nas células espermáticas são causadas pela interferência das altas 

temperaturas sobre o metabolismo oxidativo da glicose como resultado de disfunções 

mitocondriais e da criação de radicais oxidativos (Nichi et al., 2006). Desta forma, exposições 

contínuas a altas temperaturas podem desencadear estresse térmico, levando a alterações 

significativas na espermatogênese e no epitélio testicular. 

Como citado anteriormente, o desenvolvimento da puberdade é desencadeado por uma 

série de alterações hormonais que regulam o funcionamento de diversos tecidos. No caso dos 
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testículos, um rápido crescimento é observado durante a transição do período pré-puberal para 

puberal. Este rápido crescimento pode ser explicado pelas alterações hormonais destes 

períodos. Em bovinos, o período infantil ocorre do nascimento até aproximadamente 2 meses 

de idade. Este período é caracterizado por baixa produção de gonadotrofinas e testosterona, 

com poucas alterações na composição celular do testículo. Neste período, o epitélio do 

interstício testicular é composto basicamente por células mesenquimais. As células de Leydig 

correspondem a uma grande parcela destas se encontra em avançado estágio de degeneração 

(células de origem embrionária). No caso dos túbulos seminíferos e células de Sertoli, são 

observados cordões sólidos, sem lúmen, e células indiferenciadas. O aumento da secreção de 

gonadotrofinas é um evento marcante para o início do período pré-puberal. Este período ocorre 

entre os 2 e 6 meses de idade, sendo acompanhado por uma série de alterações na composição 

celular dos testículos. O aumento da secreção de gonadotrofinas é controlado pelo aumento da 

secreção pulsátil do hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH). Os pulsos de liberação de 

GnRH aumentam drasticamente neste período, indo de menos de 1 por dia no primeiro mês de 

vida, até 12-16 por dia, aos 4 meses de vida. O aumento dos pulsos de GnRH é acompanhado 

por um aumento significativo nos pulsos de LH.  

A secreção pulsátil de LH é um evento crucial para a proliferação, diferenciação e 

função das células de Leydig (Schanbacher, 1979). Neste período, as células mesenquimais do 

testículo podem proliferar e se diferenciar em células de Leydig ou miofibroblastos. Uma outra 

característica importante da secreção pulsátil de LH, é a regulação da produção de testosterona. 

O padrão pulsátil é de extrema importância, uma vez que a exposição contínua das células de 

Leydig ao LH resulta em uma regulação negativa dos receptores de LH, assim, reduzindo a 

produção de testosterona.  A secreção de LH no período pré-puberal também está associada 

com a idade em que a puberdade é atingida, sendo que pulsos mais frequentes e precoces são 

observados em animais que atingem a puberdade precocemente (Evans et al., 1995; 

Aravindakshan et al., 2000). O período pré-puberal também é caracterizado por um aumento 

progressivo da ocupação do parênquima testicular pelos túbulos seminíferos, assim como, pelo 

aumento de diâmetro dos mesmos (Curtis e Amann, 1981; Evans et al., 1996). Além disso, 

observa-se um aumento da proliferação e diferenciação das células de Sertoli, devido ao maior 

número de sítios de ligação do hormônio folículo estimulante (FSH) e, consequente, aumento 

da concentração de FSH nos túbulos seminíferos (Schanbacher, 1979).  

O período puberal estende-se de 6 a 12 meses de idade, sendo que zebuínos (Bos indicus) 

tendem a atingir a puberdade de maneira mais tardia quando comparados a taurinos (Bos taurus) 

(Nogueira, 2004). Este período é caracterizado pela redução da secreção de gonadotrofinas, 
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aumento na secreção de testosterona e início da presença de espermatozoides no ejaculado. 

Durante a puberdade, inicia-se a fase de rápido crescimento testicular (Figura 2a), caracterizada 

por um aumento significativo da massa de células de Leydig, aumento do diâmetro e 

comprimento dos túbulos seminíferos e completa diferenciação e aumento na quantidade das 

células de Sertoli (Curtis e Amann, 1981; Wrobel, 1990). Além disso, o aumento da 

concentração de testosterona proporciona o início da espermatogênese, atingindo níveis 

máximos de proliferação de células germinativas entre os 4-8 meses de idade (Curtis e Amann, 

1981). A fase de crescimento testicular geralmente é mais rápida, atingindo um plateau mais 

rapidamente, em animais que atingem a puberdade precocemente, o que é salientado quando 

animais taurinos e zebuínos são comparados (Figura 2b).  Desta forma, a correta progressão 

dos períodos pré-puberal e puberal é de crucial importância para o desenvolvimento testicular 

típico.  

 

 

Figura 2: Relação entre medidas testiculares e idade. A) Curvas do comportamento da 

circunferência escrotal (em cm) e da razão comprimento/largura (em cm) em função da idade 

(em semanas) em animais Angus e Angus X Charolais (n=111). B) Curvas de crescimento da 

circunferência escrotal (em cm) em função da idade (em semanas) para diferentes raças 

(Holstein, Jersey, Nelore e Guzerá). Adaptado de Hopper (2014). 

 

Devido à grande variedade de processos biológicos envolvidos no desenvolvimento do 

testículo, um conjunto de características pode ser atribuído às medidas testiculares. Em geral, 

medidas testiculares, como a circunferência escrotal (SC), apresentam maior herdabilidade 

quando comparadas a medidas espermáticas (Coulter et al., 1976; Latimer et al., 1982; Knights 

et al., 1984; Gipson et al., 1987; Meyer et al., 1991; Keeton et al., 1996; Vargas et al., 1998; 

Eler et al., 2004; Corbet et al., 2009; Van Melis et al., 2010; Garmyn et al., 2011). Além disso, 

medidas testiculares apresentam correlação positiva com diversas medidas de produção, como 

por exemplo, peso na desmama (0,56; 0,36), área do músculo longissimus dorsi (0,28) e 

espessura da gordura na região dorsal (0,17) (Lunstra et al., 1988; Smith et al., 1989a; Boligon 



 

22 

 

et al., 2010; Yokoo et al., 2010). Além de características de produção, medidas testiculares 

também apresentam correlação positiva com medidas espermáticas, como no caso de 

concentração (0,54) e motilidade (0,36) espermáticas e porcentagem de esperma normal (0,33).  

Desta forma, tanto a seleção direta para medidas testiculares, quanto a seleção para algum destes 

traços de produção podem resultar no aumento das medidas testiculares, com um potencial 

aumento da eficiência reprodutiva. É importante ressaltar que medidas testiculares também 

apresentam uma correlação genética com características reprodutivas em fêmeas. Por exemplo, 

filhas de touros com maiores medidas testiculares tendem a apresentar uma menor idade na 

primeira ovulação, na primeira gravidez e ao primeiro parto (Toelle e Robison, 1985; Vargas 

et al., 1998). Além disso, a circunferência escrotal apresentou alta correlação com a 

porcentagem de filhas fêmeas atingindo a puberdade em 425 dias (0.95) e idade na puberdade 

(-0.91) (Gregory et al., 1991). 

Devido à importância das medidas testiculares, seja pela grande variedade de processos 

biológicos envolvidos, ou pela elevada correlação com outras características de elevada 

importância, somado à grande frequência de alterações testiculares nos rebanhos, o estudo dos 

fatores causadores destas alterações importância é fundamental. Como citado anteriormente, 

em rebanhos brasileiros, a hipoplasia gonadal é a principal alteração testicular observada nos 

rebanhos. 

Geralmente, a hipoplasia testicular se manifesta durante a puberdade, após a fase de 

rápido crescimento testicular. Esta alteração deve ser diferenciada de outras, como por exemplo, 

a atrofia testicular ou testículos naturalmente pequenos. A diferenciação da hipoplasia testicular 

de outras alterações é uma tarefa complexa, devido aos diversos fatores confundidores e a 

ausência de uma classificação sistemática, que faça a diferenciação das diversas alterações 

testiculares.  

Touros com hipoplasia testicular estão presentes em rebanhos independentemente da 

nutrição e apresentam fertilidade reduzida, desta forma, não sendo recomendados para uso na 

reprodução (Moura, 2013).  Em alguns casos, os distúrbios reprodutivos são de fácil detecção, 

como por exemplo, a identificação de animais criptorquídicos, caracterizados pela ausência de 

um ou ambos os testículos na bolsa escrotal, devido a interrupção do trajeto normal de migração 

do testículo da cavidade abdominal para a bolsa escrotal (Do Nascimento e De Lima Santos, 

2000), o que resulta em infertilidade. Nestes casos, os touros são rapidamente identificados e 

removidos do rebanho. Porém, existem situações em que a identificação não é uma tarefa trivial, 

acarretando muitas vezes, na identificação destes animais somente no momento da primeira 

reprodução. Isso ocorre quando há a presença de animais subférteis no rebanho, os quais 
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chegam a compor de 20-40% de alguns rebanhos bovinos (Kastelic e Thundathil, 2008). A 

subfertilidade é caracterizada por um sucesso reprodutivo inferior à média geral da população, 

porém, sem a presença de infertilidade (Gnoth et al., 2005). Estes animais podem apresentar a 

morfologia dos órgãos reprodutores externos aparentemente normais e gerar prole no rebanho, 

uma vez que são capazes de se reproduzir. Contudo, como será discutido a seguir, 

características reprodutivas podem apresentar uma herdabilidade de moderada à alta (Druet et 

al., 2009). De forma que as características, que implicam na subfertilidade dos animais 

continuariam a segregar no rebanho. Portanto, o desenvolvimento de estratégias, que 

identifiquem precocemente animais com propensão ao desenvolvimento de distúrbios 

reprodutivos, é uma etapa crucial para a redução dos impactos econômicos ocasionados por 

estas alterações. 

Motivados pelo alto impacto financeiro causado por distúrbios reprodutivos em 

rebanhos bovinos, somado à necessidade de uma melhor descrição/entendimento dos 

componentes genéticos envolvidos na regulação de características reprodutivas, nosso grupo de 

pesquisa vem desenvolvendo trabalhos nesse campo de pesquisa. A seguir, alguns destes 

trabalhos serão brevemente apresentados, com o intuito de melhor contextualizar os trabalhos, 

que serão apresentados nesta tese. 

 

1.2 Caracterização fenotípica, frequência de distúrbios reprodutivos e identificação de 

genes/regiões candidatas associadas com a subfertilidade na raça Gir: trabalhos prévios 

do nosso grupo de pesquisa 

 

O rebanho leiteiro brasileiro é composto tanto por raças taurinas (Bos taurus), quanto 

por raças zebuínas (Bos indicus). Contudo, cerca de 70% do rebanho nacional é formado por 

animais zebuínos ou mestiços (Alvim et al., 2005). A raça Gir, originária da Índia, se destaca 

entre as demais raças zebuínas devido ao fato dos animais serem extremamente adaptados ao 

clima tropical, resistentes a endo- e ectoparasitas, estresse térmico e às doenças tropicais (Gaur 

et al., 2003). A rusticidade do Gir, aliada com o seu grande potencial para a produção leiteira 

fez com que essa raça se tornasse altamente difundida por todo o Brasil. A raça Gir atingiu um 

patamar de excelência em produção ao longo de 25 anos de seleção. Grande parte deste sucesso 

se deve aos programas de melhoramento genético, pois, a partir deles, a raça tem alcançado 

ganhos genéticos da ordem de 1% ao ano para a produção de leite. O melhoramento genético 

observado para a raça Gir segue uma tendência mundial em relação ao aumento da produção e 

qualidade do leite. Contudo, como descrito previamente, a frequência de distúrbios 
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reprodutivos nesta raça permanece elevado (Andreussi et al., 2014), sendo a subfertilidade um 

dos grandes problemas envolvendo esta raça.  

Com o intuito de investigar a subfertilidade na raça Gir, um estudo colaborativo foi 

estabelecido entre pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e Embrapa 

Gado de Leite, coordenado por Vicente Ribeiro do Vale-Filho (Escola de Veterinária, UFMG). 

Maria Raquel S. Carvalho (Instituto de Ciências Biológicas, FMG) e Marcos Vinicius Barbosa 

da Silva (CNPGL, Embrapa). Os esforços iniciais deste estudo colaborativo resultaram na tese 

de doutorado do aluno Guilherme Silva Moura pelo Programa de Pós-Graduação em Ciência 

Animal, defendida e aprovada no ano de 2013. Este trabalho dividiu-se em duas etapas: 1) 

caracterização do perfil clínico-andrológico e análise comparativa do sêmen entre touros 

normais e com hipoplasia testicular na raça Gir-leiteiro; 2) identificação de marcadores 

moleculares para subfertilidade em touros da raça Gir-leiteiro.  

Na primeira etapa deste trabalho, objetivou-se demonstrar aspectos clínico-andrológicos 

e de qualidade de sêmen em touros normais e em touros com hipoplasia testicular, detectados 

em seis rebanhos Gir-L referência no Estado de Minas Gerais. Este experimento foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG, na reunião do dia 23/11/2011, 

sendo protocolado no Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal – EV/UFMG com o nº 

de protocolo 227/11. Nesta etapa, 311 touros da raça Gir-leiteiro foram submetidos a uma 

minuciosa avaliação andrológica. Esta avaliação ocorreu no período de 2009 a 2012. Nesta data, 

dentre os 311 touros, 240 se apresentaram cronologicamente adultos (23-60 meses). Entres 

estes, 168 apresentaram-se clinicamente normais, enquanto 18 foram diagnosticados com 

hipoplasia testicular, com sêmen de baixa qualidade, apresentando-se subférteis. O restante dos 

animais adultos (n = 54) apresentavam outros distúrbios espermáticos como imaturidade sexual, 

maturidade sexual retardada, criptorquidismo, espermiogênese imperfeita, degeneração 

testicular e disfunções da cabeça e da cauda do epidídimo (Vale Filho et al., 2010). Os critérios 

de classificação destes animais estão apresentados na Tabela 1.   
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Tabela 1: Classificação dos touros quanto à aptidão reprodutiva (Adaptado de Moura, 2013). 

Classificação Característica* 

Normal MOT > 50%;  

DM < 15%;  

DT < 30% 

Imaturo MOT < 50%;  

DM > 15%;  

DT > 30%;  

Qualquer DM individualmente > 5%;  

Idade < 24 meses 

Maturidade sexual retardada MOT < 50%; 

DM > 15%; 

DT > 30%; 

Qualquer DM individualmente > 5%; 

 Idade > 24 meses 

Hipoplasia testicular Assimetria testicular;  

Baixa concentração; 

Baixa MOT; 

Alta patologia; 

Azoospermia; 

Idade > 24 meses 

Degeneração testicular Baixa concentração; 

Baixa MOT; 

Alta patologia; 

Já se apresentou normal anteriormente 

Criptorquidia Ausência de um ou ambos os testículos na 

bolsa escrotal 

Disfunção da cabeça do epidídimo Alta concentração; 

Baixa MOT; 

Alta patologia; 

Alta porcentagem de GCP; 

Alta porcentagem de PI fraturadas 

Disfunção da cauda do epidídimo Alta concentração; 

Baixa MOT; 

Alta patologia; 

Alta porcentagem de GCD; 

Sem presença de PI fraturadas 

Espermatogênese Imperfeita Defeitos no acrossoma; 

“Knobben Sperm” 

Nota: MOT = motilidade espermática progressiva; DM = defeitos espermáticos 

maiores; DT = defeitos espermáticos totais; GCP = gota citoplasmática proximal; 

GCD = gota citoplasmática distal 
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No momento da análise andrológica, para cada animal foram anotados o nome, o 

número de registro, a data de nascimento, o nome do pai, o nome da mãe, bem como o peso 

vivo (Kg), a circunferência escrotal (cm) e as biometrias dos testículos. Para mensurar o peso, 

utilizou-se uma balança mecânica tipo tronco e os animais tiveram seu peso aferido 

individualmente. O perímetro escrotal foi mensurado utilizando-se de fita milimétrica no seu 

local de maior diâmetro. No momento da mensuração, a fita milimétrica envolveu as gônadas 

e pele escrotal. Além disso, os testículos foram mensurados individualmente em seu 

comprimento e largura utilizando-se de um paquímetro. A partir destas medidas biométricas, o 

volume testicular foi estabelecido utilizando a fórmula: VOL = 2 [(r2) x π x h], onde r = raio 

calculado utilizando a largura (LT/2), h = comprimento testicular, e π = 3,14 (Fields et al., 

1979). As características morfológicas do sêmen foram avaliadas da seguinte maneira: uma 

gota do sêmen foi posicionada em lâmina para avaliação do turbilhonamento espermático (score 

avaliado que varia de 1-5), outra gota foi posicionada em lâmina sob lamínula para a avaliação 

da motilidade espermática progressiva (MOT - % de espermatozoides móveis) e do vigor 

espermático (score avaliado que varia de 1-5) em microscopia ótica com aumento de 100x. A 

concentração espermática foi avaliada em câmara de Neubauer, utilizando-se uma alíquota de 

20μl da amostra de sêmen, a qual foi diluída em 1000μl de uma solução formol-salina a 1%. 

Além disso, a morfologia espermática foi aferida avaliando-se o percentual de defeitos 

espermáticos maiores e menores. Todas estas análises foram realizadas no “Laboratório 

Multiusuário”, do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinária da UFMG. Na Figura 

2, são apresentados algumas das alterações espermáticas observadas na avaliação andrológica 

realizada.  

 

 

Figura 3: Defeitos espermáticos observados durante a avaliação andrológica dos animais; A) 

Animal com oligospermia e espermatozoides apresentando defeitos na peça intermediária; B) 

Animal com azoospermia e espermatozoides apresentando gota citoplasmática proximal; C) 

Espermatozoides apresentando contorno anormal, gota citoplasmática distal e cabeça piriforme; 

D) Concentração espermática normal e espermatozoides com cabeça piriforme, gota 

citoplasmática proximal e contorno anormal. Fonte: Adaptado de Moura (2013). 
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Como resultado destas análises, uma frequência de 5,76% de animais portadores de 

hipoplasia gonadal foi observada na amostra de 311 animais. Os animais foram considerados 

hipoplásicos quando apresentaram diferença maiores que 1,0 cm de comprimento e 0,5 cm de 

largura entre os testículos. Dentre estes animais, uma grande variedade de alterações 

espermáticas foi observada. Neste estudo não foi encontrada influência do grupo de fazenda, 

nem de grupo de idade, sobre a frequência de animais com hipoplasia testicular nos rebanhos 

estudados. Isto demonstra que a presença de hipoplasia testicular em um rebanho não está 

relacionada a interações externas ao animal como clima, manejo ou nutrição, sugerindo que o 

principal fator que contribuiu para esses fenótipos seja de ordem genética.  

Na segunda etapa deste estudo, um estudo de associação em escala genômica (Genome-

wide association study - GWAS) foi conduzido com o intuito de identificar genes/regiões 

genômicas associadas aos fenótipos avaliados no trabalho descrito acima. Uma avaliação 

preliminar destes resultados foi parte da tese de doutorado do aluno Guilherme da Silva Moura. 

No primeiro capítulo desta tese, estes dados foram reanalisados, na busca de um modelo mais 

adequado para as características da amostra em estudo.  

 

1.3 Integrando resultados de diversas ômicas e raças para identificar componentes 

genéticos em comum: A importância da biologia de sistemas 

Movidos pela grande importância de características reprodutivas na manutenção de 

rebanhos bovinos, uma grande quantidade de trabalhos foi publicada nas últimas décadas com 

o intuito de identificar variantes genéticas e processos biológicos associados ao 

desenvolvimento destas características (Fortes et al., 2013). Contudo, como resultado direto 

deste grande número de estudos, observa-se a identificação de um grande número de regiões 

genômicas associadas a estas características. Quando os resultados entre estudos são 

comparados, uma série de fatores confundidores podem ser encontrados, o que pode dificultar 

a identificação dos fatores genéticos semelhantes em mais de um estudo. Isto torna a elucidação 

dos componentes biológicos envolvidos no desenvolvimento das características em estudo, uma 

tarefa ainda mais complexa.  

Quando diferentes raças são comparadas, é possível observar-se que diferentes regiões 

do genoma sofrem diferentes níveis de pressão de seleção. Estas diferenças tornam-se ainda 

mais evidentes quando raças selecionadas para diferentes propósitos (carne ou leite) ou 

diferentes espécies (Bos indicus ou Bos taurus) são comparadas (Hanotte et al., 2000; Kishore 

et al., 2014; O’brien et al., 2014; Gutiérrez-Gil et al., 2015; Menegassi et al., 2015; Kasarapu 

et al., 2017). Estas diferenças podem ser explicadas por diferentes padrões de desequilíbrio de 
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ligação (LD) ou diferentes frequências alélicas para marcadores associados a determinadas 

características, por exemplo. Analisando essas diferenças com enfoque na eficiência 

reprodutiva, animais zebuínos tendem a apresentar puberdade mais tardia, como já citado (Brito 

et al., 2004; Nogueira, 2004). Além disso, quando a proporção de genes enriquecidos para 

marcadores de origem taurina ou zebuína é analisada, é possível identificar uma diferença no 

balanço de genes relacionados com produção leiteira e reprodução (Kasarapu et al., 2017). 

Genes relacionados com a produção leiteira tendem a ser enriquecidos com marcadores de 

origem taurina, enquanto genes relacionados com processos envolvendo a reprodução são 

enriquecidos para marcadores de origem zebuína (Kasarapu et al., 2017). 

A integração de resultados obtidos em múltiplas raças e populações, pode auxiliar na 

identificação de marcadores, genes ou vias metabólicas compartilhadas entre diferentes 

populações, quando traços similares são analisados. Este processo de comparação é 

extremamente útil para a identificação de genes com potencial efeito na regulação do 

desenvolvimento destas características. Além disso, a combinação de resultados de técnicas de 

alto rendimento pode permitir um aumento no poder de detecção, resultando em informações 

mais completas. Desta forma, os resultados de técnicas de alto rendimento devem passar por 

um minucioso processo de filtragem, seleção de variantes candidatas e interpretação biológica, 

de forma a reduzir o número de falsos positivos. A importância deste tipo de processamento é 

ainda mais clara, quando resultados de GWAS são analisados. Apesar da identificação de 

regiões candidatas, o GWAS geralmente pode não identificar a variante causal do fenótipo 

avaliado. Isto pode ser explicado pelo fato de que os marcadores presentes na plataforma de 

genotipagem são selecionados de forma a representar a região genômica baseado no LD deste 

marcador em relação às outras variantes presentes em seu entorno. Desta forma, o marcador 

associado ao fenótipo pelo GWAS pode não ser a verdadeira variante causal. Uma avaliação 

mais precisa das regiões candidatas identificadas nos GWAS é de extrema importância para a 

identificação da real variante causal e, consequentemente, para uma melhor compreensão dos 

processos biológicos envolvidos no desenvolvimento do fenótipo (Raychaudhuri et al., 2009; 

Freedman et al., 2011). 

A biologia de sistemas (systems biology) é a área responsável por integrar informações 

de sistemas complexos em uma abordagem multidisciplinar envolvendo diversas áreas da 

Biologia, Matemática, Estatística e Ciências da computação (Kitano, 2002a; b; Suravajhala et 

al., 2016). Em geral, sistemas biológicos interagem de uma maneira coordenada e não linear, 

de modo a criar um sistema coerente (Kitano, 2002a). A biologia de sistemas tem como objetivo 

analisar as interações destes sistemas complexos de uma maneira não reducionista, de modo a 
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entender todas as etapas que levam à expressão de um fenótipo complexo. Diferentes 

abordagens podem ser selecionadas dentro da biologia de sistemas. A genômica funcional ou 

genômica de sistemas (systems genomics) é uma excelente alternativa quando um determinado 

fenótipo já foi analisado por meio de diversas técnicas de alto-rendimento. Este termo foi 

inicialmente cunhado em 2006 para integração de dados de transcriptômica, proteômica, 

metabolômica, genética e genômica para a melhoria de resultados na área de melhoramento 

animal (Kadarmideen et al., 2006). Esta integração ocorre a partir do nível individual de cada 

ômica, onde estes resultados são combinados e analisados mediante anotação funcional, análise 

de processos biológicos, vias metabólicas, padrões de interação proteína-proteína, etc. Este 

processo tem como objetivo utilizar a grande quantidade de informação disponível em uma 

abordagem multi-ômica de modo a reconstruir todos (ou o máximo possível) os pontos que 

constituem o sistema complexo em análise. Portanto, a biologia de sistemas é uma excelente 

ferramenta para a identificação e elucidação da arquitetura genética de fenótipos complexos, 

como por exemplo, características reprodutivas. Além disso, ela pode auxiliar no entendimento 

das diferenças e similaridades entre os resultados obtidos para diferentes populações e 

diferentes estudos. Por fim, uma análise utilizando a abordagem da biologia de sistemas tem o 

potencial de facilitar o entendimento das correlações existentes entre diferentes tipos de 

fenótipos, por exemplo, a correlação existente entre produção e eficiência reprodutiva em 

bovinos. Portanto, auxiliando na identificação de genes centrais, responsáveis por regular os 

efeitos pleiotrópicos envolvendo estas características. Consequentemente, além de aumentar o 

conhecimento acerca dos processos biológicos envolvendo estas características, os resultados 

obtidos por estas análises podem auxiliar na prevenção de efeitos colaterais indesejáveis da 

seleção (Rauw et al., 1998; Kadri et al., 2014; Saatchi et al., 2014; De Camargo et al., 2015; 

Tsuruta et al., 2017). No capítulo 3 desta tese, a identificação de genes com potencial de 

regulação do efeito pleiotrópico, envolvendo características reprodutivas e de produção, será 

abordada. 
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2. Capítulo 1 - A in family case-control GWAS 

identifies genes/candidate regions for gonadal 

asymmetry and sperm abnormalities in Dairy-Gyr 

breed 

 

Artigo a ser submetido à Theriogenology (ver anexo suplementar 1) 
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Abstract 

In recent years, much effort has been directed to evaluating the effects of inbreeding 

depression in herds selected for production traits. The increase in milk production along with 

a decrease in fertility rates has led to the focus on identifying underlying genetic mechanisms 

of these processes in order to ensure better results in animal breeding. Gonadal hypoplasia 

and/or testicular asymmetry, when associated with spermatic abnormalities, have potential 

for economic harm to breeders. The aim of the present study was to investigate the genetic 

basis of gonadal hypoplasia and/or testicular asymmetry along with spermatic abnormalities 

associated or not with testicular asymmetry and/or gonadal hypoplasia. For this investigation, 

an in family GWAS was performed on 30 affected bulls and 30 normal bulls of the Bos 

indicus Dairy-Gyr breed (sibs or half-sibs of the affected bulls). 390,721 markers were used 

to perform a weighted single step GWAS (WssGBLUP). Using this methodology, it was 

possible to identify windows explaining a significant proportion of the genetic variance for 

the evaluated phenotypes. Additionally, these windows showed a high consistency of shared 

genes among different phenotypes. From the functional analysis, 10 positional and functional 

candidate genes were selected based on their roles in crucial biological processes: AR, 

TUBB, ICK, ROS1, CCL2, GOPC, UBD, MDC1, MCM3 and TAB2. The accurate selection 

of candidate genes and regions from a whole genome study, with high consistency among 

related phenotypes, reinforces that the in-family case-control GWAS design used here is a 

good alternative for investigating pathological phenotypes. 

Keywords: GWAS; WssGBLUP; gonadal asymmetry; sperm abnormalities; sperm; Dairy-

Gyr 
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3. Capítulo 2 - Investigating the genetic relationships 

of spermatic and testicular traits within and among 

cattle breeds: A systematic review with functional 

analysis 

 
Artigo a ser submetido ao Journal of Animal Science (ver anexo suplementar 2) 
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Abstract  

Reduced bull fertility imposes economic losses in bovine herds. Specifically, testicular and 

spermatic traits are important indicators of reproductive efficiency. Several Genome-wide 

association studies (GWAS) have identified genomic regions associated with these fertility 

traits. The aims of this study were: 1) to perform a systematic review of GWAS results for 

spermatic and testicular traits in cattle; and, 2) identify key functional candidate genes for 

these traits. The identification of functional candidate genes was performed using a systems 

biology approach, where genes shared between traits and studies, were evaluated by a guilt 

by association gene prioritization (GUILDify and ToppGene software) in order to identify 

the best functional candidates. These candidate genes were integrated and analyzed in order 

to identify overlapping patterns among traits and breeds. Results showed that GWAS for 

testicular related traits have been developed for beef breeds only, while the majority of 

GWAS for spermatic related traits were conducted using dairy breeds. When comparing traits 

measured within the same study, the highest number of genes shared between different traits 

were observed, indicating a high impact of the population genetic structure and 

environmental effects. Several chromosomal regions were enriched for functional candidate 

genes associated to fertility traits. Moreover, multiple functional candidate genes were 

enriched for markers in a species-specific basis, taurine (Bos taurus) or indicine (Bos 

indicus). For the different candidate regions identified in the GWAS in the literature, 

functional candidate genes were detected: BTAX (TEX11, IRAK, CDK16, ATP7A, ATRX, 

HDAC6, FMR1, L1CAM, MECP2, etc.), BTA17 (TRPV4 and DYNLL1) and BTA14 (MOS, 

FABP5, ZFPM2). These genes are responsible for regulating important metabolic pathways 

or biological processes associated with fertility, such as, progression of spermatogenesis, 

control of ciliary activity, development of Sertoli cells, DNA integrity in spermatozoa and 

homeostasis of testicular cells. This study represents the first systematic review on male 

fertility traits in cattle using a system biology approach to identify key candidate genes for 

these traits. 

 

Keywords: fertility, sperm, testis, functional candidates, GWAS, prioritization 
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4. Capítulo 3 - Combining multi-OMICs information 

to identify key-regulator genes for pleiotropic effect 

on fertility and production traits in beef cattle 

 

Artigo submetido à Plos One (ver Anexo suplementar 3) 
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Abstract 
 

The identification of biological processes related to the regulation of complex traits is a difficult 

task. Commonly, complex traits are regulated through a multitude of genes contributing each 

to a small part of the total genetic variance. Additionally, some loci can simultaneously regulate 

several complex traits, a phenomenon defined as pleiotropy. The lack of understanding on the 

biological processes responsible for the regulation of these traits results in the decrease of 

selection efficiency and the selection of undesirable hitchhiking effects. The identification of 

pleiotropic key-regulator genes can assist in developing important tools for investigating 

biological processes underlying complex traits. A multi-breed and multi-OMICs approach was 

applied to study the pleiotropic effects of key-regulator genes using three independent beef 

cattle populations evaluated for fertility traits. A pleiotropic map for 32 traits related to growth, 

feed efficiency, carcass and meat quality, and reproduction was used to identify genes shared 

among the different populations and breeds in pleiotropic regions. Furthermore, data-mining 

analyses were performed using the Cattle QTL database (CattleQTLdb) to identify the QTL 

category annotated in the regions around the genes shared among breeds. This approach allowed 

the identification of a main gene network (composed of 38 genes) shared among breeds. This 

gene network was significantly associated with thyroid activity, among other biological 

processes, and displayed a high regulatory potential. In addition, it was possible to identify 

genes with pleiotropic effects related to crucial biological processes that regulate economically 

relevant traits associated with fertility, production and health, such as MYC, PPARG, GSK3B, 

TG and IYD genes. These genes will be further investigated to better understand the biological 

processes involved in the expression of complex traits and assist in the identification of 

functional variants associated with undesirable phenotypes, such as decreased fertility, poor 

feed efficiency and negative energetic balance.  

 
Keywords: pleiotropic effect; production; reproduction traits, systems biology, multi-OMIC, 

beef cattle. 
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5. Discussão Geral 

Os resultados obtidos e apresentados ao longo dos capítulos, que constituem esta tese, 

reforçam a grande heterogeneidade genética presente em fenótipos reprodutivos, especialmente 

entre raças bovinas. Interessantemente, os resultados obtidos no primeiro e segundo capítulos 

dessa tese podem ser contrastados de maneira a reforçar alguns resultados. Primeiramente, foi 

notória a maior proporção de genes candidatos posicionais compartilhados entre fenótipos 

testiculares. Medidas como circunferência, volume, comprimento e largura apresentaram uma 

sobreposição muito maior dos genes candidatos posicionais do que a observada quando 

fenótipos espermáticos foram comparados entre si. Além disso, fenótipos testiculares 

apresentaram maior número de genes compartilhados com fenótipos espermáticos do que entre 

fenótipos espermáticos comparados entre si. Estes resultados reforçam a teoria já vigente na 

literatura, de que fenótipos testiculares possam ser uma medida mais estável e eficiente para a 

seleção de animais visando a eficiência reprodutiva. Esta teoria baseia-se no fato de 

características testiculares apresentarem uma maior herdabilidade, quando comparadas à 

características espermáticas (Keeton et al., 1996; Eler et al., 2004; Corbet et al., 2009; Garmyn 

et al., 2011). Isto poderia ser explicado por um número menor de variantes, com um maior 

efeito, responsáveis por regular esse tipo de característica. Além disso, um menor efeito de 

componentes ambientais ou uma maior precisão das técnicas de obtenção de fenótipos 

testiculares pode auxiliar na explicação deste padrão. Inclusive, existem evidências de maior 

interferência de fatores ambientais sobre fenótipos espermáticos e uma maior imprecisão ou 

variação nos métodos de mensuração dos mesmos. Além desta maior estabilidade, medidas 

testiculares apresentam uma ótima correlação com outras medidas reprodutivas em machos e 

fêmeas (Eler et al., 2004). Em somatório, a seleção para medidas testiculares pode auxiliar 

direta e/ou indiretamente na seleção de características de produção, devido à grande correlação 

genética existente entre medidas testiculares e características de produção (Awda et al., 2013). 

Como apresentado anteriormente, o correto desenvolvimento do epitélio testicular durante as 

etapas pré-puberal e puberal é crucial para taxas de fertilidade satisfatórias, seja pelo controle 

de produção hormonal ou espermatogênese per se.  

O maior grau de sobreposição entre os resultados obtidos para diferentes fenótipos 

dentro de uma mesma população, identificado no Capítulo 2 desta tese, levanta novas 

considerações sobre a diversidade genética associada às características reprodutivas. Estes 

resultados são reforçados pelo alto grau de sobreposição dos genes candidatos posicionais entre 

os diferentes fenótipos avaliados no capítulo desta tese. Estes resultados podem indicar um 
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grande efeito de variantes específicas (ou com diferentes frequências alélicas) em determinadas 

populações, ou até mesmo uma importante ação dos fatores ambientais compartilhados por uma 

certa população. A presença de uma possível estruturação genética da população abre 

precedentes para a identificação de variantes que afetam grupos específicos, sejam estes, 

populações, raças ou espécies.  

Os resultados apresentados no Capítulo 1 contribuem justamente nesta direção. A 

amostra selecionada para o estudo foi constituída de animais aparentados provenientes de 

diferentes fazendas. Contudo, estas fazendas mantinham uma certa proximidade geográfica e 

fluxo gênico. Além disso, esses animais apresentavam uma frequência elevada de distúrbios 

reprodutivos. Os resultados obtidos pelo weighted single step genomic best linear unbiased 

predictor (WssGBLUP) GWAS (Wang et al., 2012) indicaram uma elevada sobreposição entre 

as regiões associadas para os fenótipos avaliados. Como foi possível observar no Capítulo 2, as 

sobreposiçãos genéticas (ou seja, o compartilhamento de genes identificados para diferentes 

fenótipos) entre os fenótipos avaliados no Capítulo 1 tendem a ser maiores que as demais 

sobreposições de fenótipos medidos em um mesmo estudo que estão presentes na literatura. 

Portanto, estes resultados indicam uma importância de se avaliar variantes segregando dentro 

de populações específicas. A utilização destas variantes pode gerar resultados muito mais 

rápidos em um processo de seleção, uma vez que as frequências alélicas e os padrões de LD 

serão pouco alterados quando analisados na população inteira em questão. 

Analisando a mesma perspectiva, contudo em uma outra escala, temos os resultados 

apresentados no Capítulo 2. A integração de resultados em uma estratégia onde múltiplas raças 

foram comparadas, possibilitou a identificação de genes compartilhados de maneira raça- ou 

espécie-específica. As diferentes estratégias de seleção entre raças, resultam em diferentes 

padrões de LD e regiões com sinais de assinatura de seleção (Gutiérrez-Gil et al., 2015). Esta 

diferença torna-se ainda mais marcante quando zebuínos e taurinos são comparados (O’Brien 

et al., 2014; Kasarapu et al., 2017). Nos resultados obtidos nas análises realizadas no Capítulo 

2, a maioria dos genes presentes na lista de top 100 genes priorizados foram compartilhados 

entre raças zebuínas. Adicionalmente, estes genes são enriquecidos para a presença de 

marcadores com uma maior probabilidade de origem zebuína. A maior presença de genes 

candidatos associados a características em raças zebuínas vai de encontro ao indicado por 

Kasarapu et al. (2017). Em uma análise de associação entre marcadores e a probabilidade de 

origem zebuína ou taurina para os mesmos, os autores identificaram que genes responsáveis 

por regular processos biológicos relacionados à reprodução são enriquecidos para a presença 

de marcadores com origem zebuína (Kasarapu et al. 2017).  Interessantemente, não foram 
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encontrados genes compartilhados somente entre taurinos nesta lista. Além disso, somente três 

genes (L1CAM, MECP2 e IRAK1) foram compartilhados entre todos os grupos. Estes 

resultados reforçam a heterogeneidade genética da característica e a presença de estruturação 

populacional. Apesar deste nível de estruturação, ao longo das análises, foi possível identificar 

importantes genes candidatos funcionais e regiões genômicas com indícios de especialização 

para o controle de características reprodutivas. O mais notório exemplo são regiões no 

cromossoma X. O cromossoma X abriga a maioria dos genes presentes na lista de genes 

priorizados obtidos no Capítulo 2, onde duas regiões emergem contendo interessantes 

candidatos e com padrões de compartilhamento intra- e interespecíficos bem interessantes. A 

primeira região é correspondente às coordenadas onde estão mapeados os genes compartilhados 

entre todos os grupos comparados no Capítulo 2 (BTAX:39,9-40,2 Mb). Além dos genes 

descritos no Capítulo 2 (L1CAM, MECP2, IRAK1), outros genes mapeados nessa região já 

foram associados diretamente com características reprodutivas ou apresentam alta expressão 

em tecidos como o testículo, como é o caso dos genes TEX28 e TKTL1, respectivamente 

(Stouffs et al., 2009; Litchfield et al., 2015). A segunda região é responsável por abrigar o gene 

TEX11. Este gene é amplamente associado com características espermáticas em diversas 

espécies (Yang et al., 2008; Yang, F. et al., 2015; Yatsenko et al., 2015). Além disso, a região 

onde este gene está mapeado já foi associada com características reprodutivas em bovinos em 

diversos estudos (Fortes, M. R. et al., 2013; De Camargo et al., 2015). Os cromossomos sexuais 

(X e Y) são enriquecidos para a presença de genes associados a processos reprodutivos, como 

a espermatogênese e o desenvolvimento testicular, por exemplo (Kawakura et al., 1996; Stouffs 

et al., 2009; Hu e Namekawa, 2015).  Contudo, é importante ressaltar que as plataformas de 

genotipagem disponíveis comercialmente para bovinos não contêm (ou contêm poucos) 

marcadores Y-específicos. Portanto, podemos imaginar que exista um efeito semelhante para 

genes contidos no cromossoma Y. Porém, a ausência de marcadores nos chips de genotipagem 

impede que essas associações sejam identificadas em estudos de GWAS convencionais. 

Alternativamente, alterações no cromossomo Y tendem a se associar a infertilidade, portanto, 

tem menor potencial para se espalharem nos rebanhos. Por outro lado, um fenótipo 

consistentemente associado a alterações reprodutivas é o aumento de produção leiteira, o que 

afasta a hipótese de efeitos diretos do cromossomo Y. Efeitos transgeracionais ainda seriam 

possíveis. Regiões em cromossomas autossômicos também precisam ser destacadas, por 

exemplo, regiões nos cromossomas 14 e 17. Estas regiões podem ser alvos de estudos futuros 

visando à prospecção de variantes causais em genes candidatos funcionais para a aplicação das 

mesmas em processos de seleção artificial.  
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Outra característica importante destas regiões é a presença de genes associados a 

características de produção. O melhor exemplo disto é a região do cromossoma 14, onde existe 

a assinatura de seleção para o DGAT1 (Gutiérrez-Gil et al., 2015). Esta região já foi associada 

com diversas características de produção, como quantidade de leite produzido, quantidade de 

proteína e/ou gordura no leite, e deposição de gordura na carne (Thaller et al., 2003; Kühn et 

al., 2004; Hayes et al., 2009). Além disso, esta região também corresponde ao maior sinal de 

efeito pleiotrópico ao longo do genoma bovino (Bolormaa et al., 2014). A existência de efeito 

pleiotrópico envolvendo características de produção e eficiência reprodutiva pode ser uma 

importante ferramenta para redução da frequência de efeitos negativos associados à seleção, 

como por exemplo, a redução da eficiência reprodutiva. A identificação de marcadores em 

genes, que desempenham funções cruciais na regulação de efeitos pleiotrópicos, pode auxiliar 

em uma melhor estimação de índices utilizados em estratégias de seleção, como a seleção por 

índices de múltiplas características (multi-trait selection indices). Nesta estratégia, a seleção no 

rebanho se dá por diferentes ênfases para determinadas características (Pravia et al., 2014; 

Govignon-Gion et al., 2016; Fernandes et al., 2018). Por exemplo, o lifetime profit index, 

utilizado pela Canadian Dairy Network (CDN), é composto atualmente por 6 características 

com diferentes ênfases, entre elas, quantidade de proteína e gordura no leite, resistência à 

mastite e fertilidade (VanRaden, 2004).  

O Capítulo 3 desta tese teve justamente como objetivo, a identificação de genes 

candidatos para o papel de reguladores principais de efeito pleiotrópico. Diferentemente dos 

outros capítulos, os resultados utilizados neste trabalho foram obtidos por meio de estudos que 

avaliaram o desenvolvimento da puberdade em fêmeas bovinas (Hawken et al., 2012; Cánovas 

et al., 2014; Nguyen et al., 2017). Apesar desta diferença, existe uma semelhança significativa 

entre os processos de desenvolvimento da puberdade entre fêmeas e machos, principalmente no 

que diz respeito ao eixo hipófise-hipotalâmico-gonadal (Schams et al., 1981). O 

desenvolvimento da puberdade em bovinos é correlacionado com diversas características de 

produção, como no caso da taxa de crescimento, peso seco à desmama e escore de marmoreio, 

em que uma correlação negativa é observada (Johnston et al., 2009). Além disso, acompanhado 

do desenvolvimento da puberdade e das alterações do sistema reprodutivo, uma série de 

alterações secundárias no organismo são observadas (Dorn e Biro, 2011). Portanto, a análise 

dos genes associados com o desenvolvimento da puberdade pode ser uma estratégia muito útil 

para a identificação de genes com efeitos pleiotrópicos. Com intuito de atingir estes objetivos, 

uma estratégia de integração de resultados multi-ômicas e multi-raças foi utilizada. Além disso, 
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estes resultados foram analisados sob uma estratégia de biologia de sistemas. O principal 

resultado a ser salientado dessa estratégia foi a capacidade da biologia de sistemas de recuperar 

um conjunto de genes, dentre aqueles com o maior potencial funcional para efeito pleiotrópico, 

associados com o mesmo conjunto de processos biológicos. Neste caso, o processo biológico 

em questão é a regulação da atividade e/ou produção de hormônios tireoidianos. Dentre os 38 

principais genes identificados ao final da análise, 31 tiveram alguma associação com funções 

da tireoide. As funções desempenhadas pelos hormônios tireoidianos estão envolvidas na 

regulação de diversos processos biológicos associados com características economicamente 

relevantes. Os hormônios tireoidianos estão envolvidos com o controle do metabolismo basal. 

Em bovinos, genes associados com a regulação da ação e/ou produção de hormônios 

tireoidianos já foram associados a eficiência alimentar, estágios da lactação, deposição e 

gordura, desenvolvimento embrionário e características reprodutivas em machos e fêmeas 

(Capuco et al., 2001; Pezzi et al., 2003; Wang et al., 2009; Dittrich et al., 2011; Meyerholz et 

al., 2015; Ashkar et al., 2016; Fernández et al., 2017; Schering et al., 2017). Devido a essa 

ampla associação com diversas características, genes que regulam a atividade de hormônios 

tireoidianos são ótimos candidatos para o controle do efeito pleiotrópico. Em síntese, é 

importante ressaltar que um dos principais genes relacionados com a produção de hormônios 

tireoidianos, a Tireoglobulina (TG), está mapeada no cromossoma 14. Mais especificamente, a 

TG é mapeada na mesma assinatura de seleção do gene DGAT1, onde observa-se o maior sinal 

de efeito pleiotrópico no genoma bovino. Portanto, devido a intensa pressão de seleção nesta 

região, a existência de um efeito carona ou de seleção indireta de marcadores na TG poderia 

estar ocorrendo. Interessantemente, é importante relembrar que no Capítulo 2 o cromossoma 

14 apresentou um papel de destaque quanto à presença de genes candidatos compartilhados 

entre diferentes fenótipos reprodutivos.  

A identificação de genes candidatos é um passo crucial para a melhoria dos processos 

de seleção artificial. Contudo, ainda não se trata da última etapa. A investigação a fundo destas 

regiões deve ser realizada, de modo a identificar marcadores associados a alterações de função 

destes genes. Porém, uma vez que os principais candidatos sejam levantados, ocorrerá uma 

melhoria substancial na compreensão da arquitetura genética e dos processos biológicos 

envolvidos nas características em análise.  
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6- Conclusão 

Características reprodutivas apresentam uma grande heterogeneidade etiológica, 

incluindo genética. Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem para um melhor 

entendimento dos padrões desta heterogeneidade intra- e interespecificamente. Características 

testiculares tendem a ser fenótipos mais estáveis e com maior potencial de seleção em relação 

a características espermáticas. Em síntese, fenótipos testiculares apresentaram as maiores 

porcentagens de sobreposição de genes candidatos com outros fenótipos, inclusive 

espermáticos. Portanto, a utilização preferencial de fenótipos testiculares em programas de 

seleção pode auxiliar nos ganhos de eficiência reprodutiva. Este ponto é ainda mais importante 

para animais pertencentes à rebanhos leiteiros, onde a realização de medições testiculares é 

menos frequente. Os cromossomas X, 14 e 17 apresentaram as maiores quantidades de genes 

candidatos para fenótipos reprodutivos. Além disso, esses cromossomas, também possuem uma 

grande quantidade de genes relacionados com características de produção. Estes resultados 

auxiliam na compreensão das razões de queda de eficiência reprodutiva em rebanhos 

submetidos a intensas pressões de seleção. A identificação de genes candidatos para a regulação 

de efeitos pleiotrópicos relacionados com fenótipos reprodutivos e de produção, realizada no 

presente trabalho, é um importante passo para o melhor entendimento deste processo. A partir 

destes resultados, um importante efeito relacionado à regulação da tireoide foi identificado. Os 

resultados aqui obtidos, auxiliam no melhor entendimento da arquitetura genética e dos 

processos biológicos associados ao desenvolvimento de características reprodutivas. Em 

somatório, estes resultados trazem um novo conhecimento que pode auxiliar na identificação 

das causas biológicas associadas às correlações genéticas observadas entre diferentes 

características de produção e reprodução em bovinos. Sendo assim, de grande relevância para 

o melhoramento genético e setor agropecuário. Além disso, os genes candidatos aqui levantados 

podem ser utilizados para a prospecção de variantes causais para serem utilizadas em programas 

de seleção, visando ao aumento da eficiência reprodutiva em rebanhos bovinos.  
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Working memory and arithmetic impairments without approximate number 

sense impairment, in FMR1 premutation and gray zone pupils with normal intelligence 

Martins, A.A.S, Paiva, G.M, Matosinho, C.G.R, Coser, E.M, Fonseca, P.A.S, Haase, V.G, 

Carvalho, M.R.S 

ABSTRACT 

Individuals of normal intelligence with premutations of the mental retardation 1 (FMR1) gene 

present math learning difficulties (MD) and working memory (WM) impairments. The 

association between FMR1 gray zone alleles and MD has never been investigated. Here, we 

describe a two phase study. In the first phase, 2,184 school-age children were screened for math 

achievement. In the second phase, 384 children with normal intelligence were 

neuropsychologically assessed, followed by FMR1 genotyping. 61 girls and 60 boys were 

identified as performing below the PR 25 in mathematics (MD) and 146 girls and 112 boys with 

performance above PR 25 were identified as controls. Eight pupils presented expanded alleles. 

One girl presented a premutation (55 CGG); three children presented gray-zone alleles (45-54 

CGG), four children present alleles in the extended gray zone range (41-44 CGG). The girl with 

the premutation and one boy with a gray zone allele presented impairments in WM and 

arithmetic performance below PR 6-7, compatible with the diagnosis of developmental 

dyscalculia. The probability of random co-occurrence of dyscalculia and an expanded FMR1 

allele was estimated as 0.001. The difficulties detected in these children were not associated 

with inaccuracy of non-symbolic number representations or literacy impairments. Dyscalculia 

in these children seems to be associated mainly with WM impairments. These findings are 

similar to those observed in individuals with the FMR1 premutation and extend to persons with 

gray zone alleles. FMR1 expansions in the gray zone may contribute to dyscalculia in otherwise 

healthy and normally intelligent children. 

 

KEYWORDS 

FMR1, Math learning disability, dyscalculia, FMR1 neuropsychological profile, working 

memory, developmental dyscalculia 
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A comprehensive comparison of HD SNP panels and an alternative 1 ultra-HD 

panel for genomic analyses in Nellore cattle 

 

Ricardo V. Ventura, Luiz F. Brito, Gerson A. Oliveira Junior, Hans D. Daetwyler, Flavio S. 

Schenkel, Mehdi Sargolzaei, Gordon Vandervoort, Fabyano Fonseca e Silva, Stephen P. Miller, 

Minos E. Carvalho, Miguel H. A. Santana, Elisangela C. Mattos, Pablo Fonseca, Joanir P. Eler  

and Jose Bento Sterman Ferraz  

 

Abstract 

The outcome of genomic analyses depends on the genotyping platform and density of SNP chip 

panels used for genotyping. There are evidences that some of them might not work very well 

for Zebu cattle (Bos taurus indicus) when compared to taurine breeds (Bos taurus taurus). In 

addition, the availability of panels with low to moderate number of overlapping markers is a 

limitation for breeding programs, especially when animals are genotyped using different SNP 

panels. In this study, we compared the performance of medium and high-density (HD) 

commercially available panels and investigated the feasibility of developing an ultra-HD panel 

(SP) containing markers from two HD panels (HD_I and HD_A) for various genomic analyses. 

The SP contained a total of 1,123,442 SNPs. After performing linkage disequilibrium pruning, 

HD_A, HD_I and SP contained 429,624; 365,225 and 658,770 markers distributed across the 

whole genome and the overall mean proportion of markers pruned out per chromosome for 

HD_ A, HD_I and SP was 15.17%, 43.18%, 38.63%, respectively. A greater level of linkage 

disequilibrium was observed among markers from the HD_I compared to HD_A. HD_I panel 

presented the highest mean number of runs of homozygosity (ROH) segments per animal 

(45.48%, an increment of 5.11% compared to SP) and also longer segments on average 

(3,057.95 Kb per segment), in comparison with both HD_A and SP. HD_I also showed the 

highest mean number of SNPs per segment. Consequently, the majority of animals presented 

the highest genomic inbreeding levels when genotyped using HD_I. The visual examination of 

marker distribution along the genome illustrated uncovered regions among the different panels. 

Haplotype blocks comparison among the different HD panels and the average haplotype size 

constructed based on HD_A was smaller compared HD_I. The average number of SNPs per 

block was less similar for HD_A compared to HD_I. Both the HD_A and HD_I panels achieved 

high imputation accuracies when used as the lower density panels for imputation to SP. 

However, imputation accuracies from HD_A to SP were greater compared to imputation from 

HD_I to SP. Imputation from one HD panel to the other is also feasible. Low- and medium-

density panels, composed of markers that are subsets of both HD_A and HD_I panels should 

be developed in order to achieve better imputation accuracies to both HD levels. The genomic 
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analyses performed in this study revealed significant differences based on the SNP panel used. 

This information should be taken into account when deciding on the genotyping platforms to 

be used for genomic studies in Nellore cattle. 
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Variation in milk fatty acid unsaturation indices associated with stearoyl-CoA desaturase-

1 (SCD1) gene polymorphism in Guzerá and Gir cows 

 

Maria Gabriela Campolina Diniz Peixoto, Diercles Francisco Cardoso, Gregório Miguel 

Ferreira de Camargo, Izinara da Cruz Rosse, Pablo Augusto de Souza Fonseca, Frank 

Angelo Tomita Bruneli, Fernanda Caroline dos Santos, Fernando Cesar Ferraz Lopes, 

Maria Raquel Santos Carvalho, Humberto Tonhati, Aníbal Eugênio Vercesi Filho, Marco 

Antônio Sundfeld Gama 

 

SUMMARY 

 

Genetic variation in stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1) activity has been reported in taurine 

breeds. In this pilot study, we investigated the variation in SCD1 indices (a proxy for SCD1 

activity) in milk fat from Gir and Guzera cows fed on the same diet,and sought possible 

polymorphisms in the SCD1 gene in these breeds. Milk fat cis-9 C18:1 and rumenic acid (RA) 

contents, as well as the SCD1 indices (except SCD18), varied 2- to 3-fold among cows, with 

the variations being slightly greater in Guzera, notably for the SCD14 index. Six single 

nucleotide polymorphism (SNPs) were found in the SCD1 gene: in Gir cows, the SNPs mapped 

to intron 4 (g.8646A>G) and exon 5 (g.10330G>A), whereas in Guzera cows, the SNPs mapped 

to introns 1 (g.2096C>T) and 4 (g.8646A>G) and to exon 5 (g.10153A>G, g.10213C>T, 

g.10329T>C, g.10330G>A). Lower SCD14 and SCDRA indices (P<0.05) were observed for 

the haplotype GGCTCTAG found in exon 5, suggesting that genotype effects on SCD1 activity 

may be substrate specific. The SNPs found in introns 1 and 4 also affected (P<0.05) the SCD14 

and SCDRA indices. These results indicate the perspective to select Guzera and Gir cows for a 

healthier milk fat composition. 

 

Keywords: Δ-9 desaturase enzyme, human health, milk fat composition, zebu cattle 
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10. Anexos suplementares 


