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Analises in silico revelam delecio na regiio promotora do gene PRLR em populacio da raca Gir:
um possivel papel na tolerancia ao estresse térmico
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Resumo: Estratégias em busca de explorar caracteristicas como a tolerancia ao estresse térmico para ragas
menos adaptadas ganham um espaco cada vez maior dentro da produgdo animal. Em se considerando o
estresse térmico, o gene receptor da prolactina (PRLR) necessita ser mais estudado, uma vez que diferentes
mutagdes neste gene, também conhecido como slick hair, estdo relacionadas a maior tolerdncia em animais
Bos taurus adaptados. Assim, objetivou-se, com este estudo, analisar in silico a regido a montante do gene
PRLR em busca de variantes (inser¢des e dele¢des) na raga Gir com possiveis efeitos na ligagdo de fatores
de transcri¢do (FT) associados ao estresse térmico. Para isso, dados de ressequenciamento de 13 animais
da raca Gir foram utilizados para identificar tais variantes, sendo selecionadas apenas aquelas na regido a
montante do gene PRLR. Como resultado, observou-se uma nova dele¢ao de 10 pb na sua regido promotora.
As sequéncias desta regido (original e mutante) foram utilizadas para buscar sitios de ligacao de fatores de
transcri¢ao (FT), tendo sido observado que a sequéncia contendo a delecao apresentou ligacdo do FT KLF4
no local. Assim, como o PRLR, este FT pode estar relacionado a resposta ao calor, e desta forma, podem
atuar juntos na tolerancia ao estresse térmico em bovinos, sendo necessarios estudos in vitro e in vivo para
confirmar sua possivel acdo na tolerancia ao estresse térmico em bovinos da raga Gir.
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In silico analyses reveals a deletion in the PRLR promoter gene of the Gir breed population: a
possible role in thermal tolerance stress

Abstract: Strategies that explore traits like thermal stress resistance for less adapted breeds are gradually
gaining ground in animal production. Considering the thermal stress, the prolactin receptor gene (PRLR)
needs to undergo further studies due to mutations in this gene, also known as slick hair and has been shown
to be related to a higher thermal tolerance in adapted Bos taurus animals. Thus, the aim of this study was
to analyze in silico the upstream region of PRLR gene, looking for variants (insertions and deletions) in the
Gir breed with possible effects on the binding of transcription factors (TF) associated with heat stress.
Therefore, resequencing data from 13 animals of Gir breed were used to identify those variants. Only those
in the upstream regions of PRLR gene were selected. As a result, a new deletion of 10bp in its promoter
region was observed. The sequences of this region (original and mutant) were used to search for
transcription factor binding sites. It was observed that the sequence with a deletion included a binding site
for KLF4 TF. Like PRLR, this TF can be related to thermal response, and thus, they could possibly play a
role together in thermal resistance in cattle. Overall, in vitro and in vivo studies are necessary to confirm
their possible action in the thermal tolerance of Gir breed population.
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Introducao
Os produtores de bovinos com propriedades localizadas em regides tropicais buscam ferramentas
que melhorem a produgdo, enquanto tentam reduzir os efeitos dos climas quentes e, ou tmidos sobre os
animais. Entre as possiveis alternativas para mitigar este efeito estd o cruzamento entre racas zebuinas e
europeias, o qual objetiva melhorar os indices produtivos e reprodutivos, tanto em ragas leiteiras quanto de
corte. Considerando as ragas leiteiras, o cruzamento mais utilizado € o envolvendo as ragas Gir ¢ Holandesa,
produzindo um animal mais tolerante ao clima tropical ¢ com melhores performances reprodutivas e
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produtivas. Esse cruzamento, inclusive, inspirou a formacao da raga sintética Girolando (Silva et al., 2022),
que vem ganhando cada vez mais espaco entre os produtores justamente pela sua boa produgdo aliada a
rusticidade. Um fator crucial na capacidade de tolerancia e rusticidade destes animais pode ser explicado
pela sua habilidade em tolerar o estresse térmico por calor.

Neste sentido, o gene do receptor da prolactina (PRLR) apresenta um grande potencial de estudo
por ser associado a resisténcia ao estresse térmico (Hansen, 2020). Além disso, esse gene contém as
mutagdes chamadas slick-hair que promovem a tolerancia ao estresse térmico em animais Bos taurus
adaptados (Florez Murillo et al. 2021), porém mais informacdes sobre possiveis variantes em uma raca
zebuina como o Gir ainda precisam ser exploradas. Assim, objetivou-se analisar in silico a regido a
montante do gene PRLR em busca de variantes na raga Gir com possiveis efeitos na ligagdo de fatores de
transcri¢do (FT) associados ao estresse térmico por calor.

Material e Métodos

Foram utilizados dados de resequenciamento de 13 animais da raga Gir. O sequenciamento,
mapeamento ¢ identificagdo das variantes foram realizados de acordo com o preconizado no projeto
1000Bulls, sendo obtido um total de 375.802.569,5 reads, com 99,75% de mapeamento e cobertura de
15,77 X. Inserg¢oes e delegdes foram identificadas de acordo com a montagem atualizada do genoma bovino
(ARS-UCDI1.2). Uma vez identificadas, as variantes foram classificadas de acordo com sua posi¢do e
selecionadas apenas aquelas na regido a montante do gene PRLR usando a ferramenta Ensembl Variant
Effect Predictor (VEP, version 84).

Dentre as variantes identificadas, uma nova delecdo de 10 pb foi observada a aproximadamente
739 pb de distancia do inicio de transcricdo do gene PRLR, mais especificamente, na isoforma
(XM _005221579.4). Assim, sua sequéncia a montante (3000kb) foi obtida no banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/281422), para a obten¢do de dois arquivos FASTA, sendo um com a
sequéncia original do bovino e outra com a delecdo. Estas sequéncias foram utilizadas como entrada no
programa TFM-explorer para buscar por sitios de ligagao de fatores de transcri¢cdo (SLFT) usando matrizes
de peso do banco de dados de vertebrados JASPAR.

Resultados e Discussio

Foi observado que a sequéncia contendo a delegdo apresentou um novo sitio de ligagdo do FT
KLF4no local (Figura 1). Assim como o PRLR, este FT esta relacionado com a resposta ao estresse térmico
por calor em camundongos e em ensaios celulares (Liu et al., 2006). Além disso, o gene KLF4 codifica a
proteina Krupple-like fator 4, e apresenta fungGes diversas, sendo expressa em tecidos como coragdo,
pulmdes, cérebro, rins e musculo esquelético (Liu et al., 2006). Entre as fungdes deste gene, observa-se
uma relagdo com o crescimento celular, sendo identificado nas células-tronco do foliculo piloso em
camundongos (Li et al., 2012). Uma vez que o gene PRLR atua na regula¢do do crescimento do foliculo
piloso (Littlejohn et al., 2014) e o0 KLF4 como um regulador do crescimento celular, é possivel que esses
dois genes atuem juntos para influenciar, ndo somente o crescimento folicular, mas também na regulagdo
do estresse térmico.

WT 5 - GGGCAGCGGTGGIGGTGGGGGGGIGGGGGGGTGGGCAG -3

MT 5’ — GGGCAGCGGTGG GGGGGGTGGGCAG — 3’
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Figura 1. Regido promotora do gene PRLR em bovinos (WT) e a regido com a dele¢do observada na
populagdo da raga Gir (MT). As bases em caixa vermelha mostram o sitio de delecdo da variante em
amarelo. As bases em azul correspondem ao sitio de ligacdo para o fator de transcri¢do KLF4 (baldo azul).

Conclusio
Neste estudo observamos que uma nova delecao identificada na regido promotora do gene PRLR
da raga Gir apresentou um novo sitio de ligacdo do fator de transcricdo KLF4. Uma vez que estes
compartilham agdes biologicas relacionadas ao estresse térmico, sugere-se que a delegdo identificada neste
estudo possa ser utilizada em futuros estudos in vitro e in vivo para confirmar sua possivel agdo na
resisténcia ao estresse térmico em bovinos da raga Gir.
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