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BIAGIOTTI, Daniel. Associacdo e selecdo gendémica ampla em ovinos santa inés para
caracteristicas relacionadas a resisténcia a endoparasitas. 2016. 72f. Tese (Doutorado em

Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016.

Resumo: Estudos de associacdo e selecdo gendmica ampla em programas de melhoramento
genético de ovinos vém sendo executados com o objetivo de promover melhorias na producéao
e selecdo de animais. O objetivo com esta pesquisa foi identificar marcadores SNPs associados
a fendtipos de resisténcia a parasitose em ovinos Santa Inés, para posteriormente realizar
levantamento de genes relacionados as caracteristicas nos diversos cromossomos, além de
encontrar o melhor modelo de selecdo gendmica e aplica-lo. Foram utilizados dados de 271
ovinos criados nos estados do Piaui e Maranhdo com registro na Associacdo Brasileira de
Criadores de Ovinos. A genotipagem foi realizada com o SNP Chip Ovine da Illumina, de modo
que apos aplicacdo de critérios de qualidade, foram utilizados 44.580 SNPs para as analises
gendmicas. A analise de associagdo genémica ampla foi realizada pelo método de regresséo
corrigido para efeitos aleatdrios poligénicos e ap0s encontrar marcadores significativos foi
realizada busca no NCBI para verificar a existéncia de genes descritos relacionados com a
caracteristica associada. Com os resultados da GWAS verificou-se que 0s cromossomos 8 e 12
apresentaram marcadores significativos para a caracteristica presenca de ovos de Strongylus e
nos cromossomos 2 e 6 marcadores significativos para OPG. Verificou-se também, no
cromossomo 2, marcador associado a caracteristica escore da condicdo corporal e no
cromossomo 21 marcadores associados a caracteristica presenca de pelo arrepiado. No que
refere-se a selecdo gendmica foram testados cinco modelos bayesianos para estimagdo dos
efeitos dos marcadores para as caracteristicas relacionadas a resisténcia a parasitose: Modelo
Bayesian Ride Regression (BRR) através de regressdo aleatdria, Bayes A, Bayes B, Bayes C e
Bayesian Least Absolut Shrinkage and Selection Operator (BLASSO). Para definicdo do
melhor modelo foi analisada a acuracia do valor genético genémico. Os métodos Bayesianos
testados proporcionaram maior acuracia de predi¢do quando comparados a predicédo obtida pelo
método tradicional utilizando a matriz de parentesco calculada pela relagdo média de
parentesco. O modelo BRR foi escolhido como melhor modelo por possuir menor nimero de
parametros a ser estimado e proporcionar acuracia de predicdo dos valores genémicos

semelhante aos demais modelos estudados.

Palavras-chave: GWAS, GWS, marcadores SNP, métodos bayesianos, predi¢do de valores
gendmicos, validagéo cruzada.



BIAGIOTTI, Daniel. Association and genome wide association study in Santa inés sheep
for traits related to resistance to endoparasites. 2016. 72f. Thesis (PhD in Animal Science)

- Federal University of Piaui, Teresina, 2016.

Abstratc: Association studies and genome-wide selection in breeding of sheep are being
implemented with the aim to promote improvements in the production and selection of animals.
The aim of this research was to identify SNPs markers associated with phenotypes of resistance
to parasites in Santa Ines sheep, carry out a survey of genes related to these traits in different
chromosomes, besides finding the best model of genomic selection and applying it. We used
data from 271 sheep bred in the states of Piaui and Maranhdo, with registration at ARCO
(Brazilian Association of Sheep Breeders). Genotyping was carried out using the Illumina
Ovine SNP Chip, so that after application of quality criteria, 44,580 SNPs were used for
genomic analysis. The genome wide association analysis was performed by regression method
corrected for random polygenic effects and after finding significant markers a search was
conducted on NCBI to check for genes related to the trait associated with it. With the results of
GWAS it was found that chromosomes 8 and 12 showed significant markers for presence of
Strongylus eggs and on chromosomes 2 and 6 significant markers for Log-OPG were found. It
was also verified, on chromosome 2, a marker associated with body score condition, and on
chromosome 21 markers associated with the presence of bristled hair were found. With regard
to genomic selection five Bayesian models to estimate the effects of markers were tested (for
traits related to resistance to parasites): best linear unbiased estimator (BLUE) using random
regression, Bayes A, Bayes B, Bayes C and Bayesian Least Absolut Shrinkage and Selection
Operator (BLASSO). For the best model definition we analyzed the accuracy of genomic
breeding value. The bayesian methods tested provided more accurate prediction when
compared to the prediction obtained by the traditional method using the relationship matrix
calculated by the average pedigree. The BRR model was selected as the best model because it
has fewer parameters to be estimated and provide accurate prediction of genomic values similar

to other models studied.

Kew Words: Bayesian methods, cross-validation, genomic values prediction, GWAS, GWS,
SNP markers.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura apesar de apresentar animais com potencial para producdo de proteina de
origem animal, 0s mesmos sdo suceptiveis a parasitas gastrintestinais, o que requer constante
planejamento na criacdo dessa espécie na busca por solugdes que visem minimizar o impacto
causado pela verminose nos sistemas de producdo. As perdas produtivas devido ao parasitismo
sdo duas vezes o custo direto com tratamento anti-hemintico, bom como prejuizo causados por
outras doencas e chegando em casos extremos, a morte (MILLER et al., 2012).

Ao considerar 0 manejo sanitario, a ndo desvermifugacdo ou a conducéo ineficiente desta
técnica tem sido um dos principais fatores para o alto nivel de infestacdo e resisténcia aos anti-
helminticos. Molento et al. (2004) acrescentam que a verminose tem causado baixo
desempenho produtivo mesmo em rebanhos com uso de praticas e tecnologias adequadas,
reforcando assim, que a endoparasitose € um problema até em propriedades que fazem controle
do calendario de vermifugagéo.

Algumas medidas inegradas a utilizacdo de farmacos para o controle das parasitoses
gastrintestinais foram levantadas por CEZAR et al. (2008) como a selecdo genética de animais
mais resistente as parasitoses, para que estes se tornem pais das proximas geracoes, alem da
rotacdo de pastagens e menor taxa de lotacao.

Nematoides gastrintestinais resistentes a anti-helminticos constituem grande problema
para criacdo de ovinos em pastagens cultivadas, pois limita sua producdo de pequenos
ruminantes, uma vez que inviabiliza o controle de com quimicos em decorrencia a perda de
eficiéncia devido a crescente resisténcia dos parasitos a estes.

A atividade endoparasitaria causa maiores perdas na ovinocultura, principalmente, por ter
acdo mais intensa nas racas menos adaptadas as condicGes ambientais. Para otimizar a
producdo, a solucdo pode ser buscada pela avaliagdo dos mecanismos de viruléncia do parasita
e dos mecanismos de defesa do hospedeiro, via selecdo de resisténcia genética a agresséo.
Quanto a resisténcia geneética dos animais a endoparasitas, tém sido observadas em diversos
ambientes de producdo e muitos estudos tém quantificado a heranca da dessa caracteristica
dentro de ragas com uso da metodologia do OPG (ovos por grama de fezes) como indicador
(BISHORP et al., 2004, GRUNER et al., 2004; BISHOP e MORRIS, 2007).

Como a resistencia gentica é uma caracteristica de dificil mensuragdo, haja vista ter
individuos tolerantes e com o advento da genetica molecular juntamente com o uso dos
marcadores do tipo de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), torna-se viavel detectar

animais geneticamentes superio em diversas especies e ragas.
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Os marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP — Single Nucleotide
Polymorphism) vém se mostrando vidveis para se detectar padres genéticos de diversas
espeécies e racas de interesse econdémico. Apesar de serem bialélicos, esta deficiéncia dos SNPs
pode ser contornada devido estar presente em maior quantidade no genoma, aumentando a
possibilidade de se encontrar marcadores significativos.

Matrizes de SNPs de alta densidade e a evolugcdo computacional e estatisticos tém
possibilitado além da selecdo assistida por marcadores a predicdo de valores genéticos com
base em grande quantidade de locos estudados (DEKKERS e VAN DER WERF, 2007). Assim,
pode-se fazer uso destes para a caracterizagdo de grupos de ovinos que apresentam resisténcia
quando submetidos a infeccdo a endoparasitas. Assim como associa-los a caracteristicas
fenotipicas de resisténcia, consequentemente, fornecendo ferramentas que para selecdo de
matrizes e reprodutores. Outro fator que deve ser considerado é agregacao de valor ao produto
de origem animal com uso da tecnologia aplicada.

Esse estudo teve como objetivo verificar a existéncia de associagdo genética entre
marcadores SNP do genoma ovino e caracteristicas fenotipicas ligadas a resisténcia a
endoparasitas, aléem de promover a predicdo de valores genéticos gendémicos por meio de

diferentes métodos bayesianos de selecdo gendmica ampla.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raca Santa Inés e a verminose

O Brasil possui registradas na Associacdo de Criadores de Ovinos (ARCO), credenciada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) cerca de 27 ragas de ovinos
(MCMANUS et al., 2014). As racas de ovinos melhores adaptadas as condi¢gdes ambientais do
Brasil sdo, em geral, animais de pequeno porte, que foram submetidos a baixas taxas de selecéo
artificial e melhoramento genético.

A raca Santa Inés € encontrada em todas as regides do Brasil, principalmente na regido
Nordeste, pois apresenta grande adaptabilidade as condicdes peculiares da regido. Nao tendo
ao certo uma defini¢do exata de sua origem, embora a mais provavel seja que a raga é oriunda
do cruzamento de animais Bergamacia (lanada), Morada Nova (deslanada) e Crioula (SOUSA
et al., 2003). Poréem hé a teoria que 0s ovinos Santa Inés séo, provavelmente, resultantes de
cruzamentos intercorrentes entre as racas Bergamacia, Morada Nova, Somalis e ovinos sem
raca definida (SRD) que tiveram origem na Bahia, apds periodos de selecdo natural e selecdo
genealdgica realizada por criadores e técnicos (PAIVA, 2005).
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Uma caracteristica de grande importancia na ovinocultura e tem consideravel impacto
econdmico é a resisténcia genética a endoparasitas, logo as mesmas devem ser incorporadas em
programas de melhoramento genético.

A infeccdo endoparasitaria em ovinos tem chamado atencdo mundial de criadores pois €
uma das principais causas da baixa produtividade desta espécie animal, da diminuicéo
qualitativa e quantitativa do ganho de peso e componentes da carcaca, mortalidade de animais,
levando a uma menor pressao de selecdo, somada ao custo de reposi¢do dos animais e despesas
com anti-helmintico e mao-de- obra (NUNES et al., 2007).

A preocupacdo com farmacos é de tamanha importancia pois além do carater ligado
sanitario existe a preocupacao econémica, segundo Molento e Verissimo (2003), o mercado
mundial de produtos veterinarios é de aproximadamente 15 bilhdes de dblares, sendo que 27%
destes sdo gastos com compostos antiparasitarios.

Na criacdo de ovinos, 0s animais sdo parasitados pelas seguintes espécies de nematodeos:
Haemonchus contortus, Trichostrongylus axei, Tricchostrongylus colubriformis, Strongyloides
papillosus, Cooperia pectinata, Bunostomum trigonocephalum, Oesophagostomum
columbianum, Trichuris ovis, Trichuris globulosa e Skrjabinema ovis (CHARLES, 1995). O
principal endoparasita em ovinos € o Haemoncus contortus, porem frequentemente s&o
infeccbes mistas, juntamente por parasitas das espécies de Cooperia spp., Oesophagostomum
spp. e Strongyloides papillosus (AMARANTE e SALES, 2007).

Os parasitas gastrintestinais induzem um reflexo imune nos hospedeiros, cuja resisténcia
pode ser definida como a capacidade de impedir ou dificultar o estabelecimento das larvas.
Sendo que a resisténcia ao parasita € comumente mensurada em termos de baixa contagem de
ovos por grama de fezes (OPG). A imunidade contra os parasitas gastrintestinais é dependente
dos linfocitos Th2, envolve mudancas inflamatdrias no trato digestivo e é facilitada pelos
anticorpos especificos antiparasitarios (WAKELIN, 1995).

A resisténcia as parasitoses gastrintestinais esta relacionada, com o aumento do nimero
de mastocitos na mucosa, eosinofilos, presenca de substancia inibidoras do muco e aumento de
sua producdo. As células do tipo Th2 secretam citocinas especificas que ativam a producéo de
imunoglobulinas nas respostas antiparasitarias € 0o aumento do nimero de eosinofilos e
mastocitos na mucosa gastrintestinal, e estdo associadas a infec¢bes por helmintos
(KRAWCZYK e SLOTA, 2009).

Existe uma correlagdo negativa entre as contagens de OPG e os niveis de Imunoglobulina
A (IgA), sugerindo que esses anticorpos sdo diretamente responsaveis pela inibicdo do

desenvolvimento das larvas e participam indiretamente na sua evacuagdo. Além disso, esses
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anticorpos inibem o metabolismo, o crescimento, a capacidade reprodutiva e a mobilidade do
parasita. Pouco se conhece sobre a inducdo da resposta em IgA de animais parasitados, porém
a IgA geralmente encontra-se elevada em ovinos selecionados pela resisténcia (GILL et al.,
1994).

Em estudo sobre a infeccéo de ovinos por endoparasitas gastrintestinais, principalmente
por Haemoncus contortus, verificou que cordeiros da raga Santa Inés demonstraram maior
resisténcia a infecgdes quando comparados a raca llle de France e Suffolk (AMARANTE et al.
2004). Em animais da raca Crioula Lanada comparada a animais da raca Corriedale, os
primeiros obtiveram resultados que caracterizaram animais mais resistentes em relagcdo ao
segundo (AMARANTE et al., 2004).

Trabalho desenvolvido por Lara et al. (2001) com as racas Suffolk, lle de France, Poll
Dorset e Santa Inés, revelou que a principal causa de mortalidade em rebanhos no estado de
Séo Paulo era a verminose e que somente os animais da raga Suffolk morriam como uma
consequéncia direta ou indireta de endoparasita gastrintestinais. [Estes mesmos autores
concluiram que animais da raca Santa Inés foram os mais resistentes, enquanto os da raca

Suffolk, os mais suscetiveis.

2.2 Caracteristicas de resisténcia a parasitose com informacdes genémicas

O diagnostico correto dos animais acometidos por infeccdes parasitarias € o primeiro
passo para a obtencao do sucesso no controle dessas enfermidades. Embora existam diferentes
metodologias para este objetivo, alguns deles ainda sdo de baixa precisdo ou se limitam ao
ambiente laboratorial, outros tornam-se subjetivos em funcdo do avaliador.

Sendo assim, é de grande relevancia que diversas caracteristicas influenciadas pelas
parasitoses gastrintestinais sejam mensuradas, pois permite um aumento na eficiéncia do
diagndstico, e consequentemente, na identificacdo mais precisa dos individuos geneticamente
resistentes.

Para selecdo genetica de animais que possuem maior resisténcia a parasitas, ndo deve
haver erros na mensuracdo do fenotipo e este tem de ser fielmente mensuravel. As estimativas
de hereditariedade genética para a resisténcia aos helmintos sdo altamente variaveis e dependem
do fendtipo medido. A contagem de ovos nas fezes (OPG), por exemplo, ter sido o fenétipo de
escolha para avaliar a gravidade da infeccdo por helmintos, é influenciado pela estacdo do ano,
e, ndo necessariamente, refletem a carga real parasitaria (SINGLETON et al., 2011). Medidas
de pardmetros sanguineos, tais como, hematdcrito, e resposta imune, incluindo contagem de

eosinofilos e concentragfes de Imunoglobulina A (IgA) e Imunoglobulina E (IgE) também vém
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sendo investigados, no entanto, esses fendtipos podem variar com o tempo, com as espécies de
helmintos e com a exposigdo previa a doenca (BISHOP, 2012). Apesar de variagdo nas
estimativas de herdabilidade para esses fenotipos, a resisténcia dos animais aos parasitas €
moderadamente herdaveis (BISHOP, 2012).

Segundo Benavides (2009), a maioria dos marcadores moleculares tipo microssatélites
possui de 2 a 15 alelos, podendo haver alguns excedendo 15, porém com menor frequéncia.
Esses marcadores em si ndo controlam caracteristicas de interesse, pois estdo localizados em
regibes que nao codificam nenhuma proteina. Entretanto, sua utilidade estd no fato de que
regides muito proximas no cromossomo tendem a ser herdadas em blocos, e mesmo
desconhecendo os genes responsaveis por uma determinada caracteristica produtiva, é possivel
seleciona-la por meio de marcadores moleculares localizados préximos, uma vez que, durante
0 processo de recombinacao, a ligacdo entre marcador e gene nao sera rompida, sendo herdada
em conjunto. Esse principio é chamado de desequilibrio de ligacdo, pois, se todas as regides de
um determinado cromossomo fossem herdadas de forma independente, todas elas segregariam
ao acaso (em equilibrio de ligacéo).

A crescente disponibilidade de marcadores genéticos por meio de esforcos de
genotipagem levantou a possibilidade de encurtar o tempo necessario para selecionar animais
para maior resisténcia a parasitose usando sele¢do assistida por marcador genético ou selecéo
gendmica. Os estudos iniciais utilizando marcadores microssatélites demonstrou que a
resisténcia dos animais aos helmintos € um traco poligénico, o que significa que a resisténcia é
determinada por pequenas contribuicdes de varios genes. Esses estudos identificaram dois locos
de caracteristicas quantitativas (QTL) abrigando genes candidatos que parecem estar associados
com a resisténcia aos helmintos; um no cromossomo 3, gene do Interferon (IFN-g), e 0 outro
no cromossomo 20 adjacente ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que
contém muitos genes relacionados, incluindo as que codificam as proteinas MHC de classe Il
que medeiam a interacdo entre antigenos de helmintos (BISHOP, 2012).

Para analise de selecdo e associacdo genémica o uso de marcadores microssatélites é
menos eficiente que os marcadores de polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) que existem
distribuidos no genoma. Os resultados de um recente estudo de associacdo SNP realizada por
Dervishi et al. (2011) demonstraram que as variantes do gene de IFN-g ndo contribuem para a
resisténcia aos helmintos.

Um estudo de associagdo gendmica foi realizado com ovinos utilizando um painel de
48.640 SNPs identificados e cinco SNPs foram validados e associados com a OPG do parasita

Trichostrongylus colubriformis e dois SNPs que foram associados com OPG de H. contortus.
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No entanto, nenhum desses SNPs foram identificados anteriormente perto de regido de QTL
relacionado com IFN-g e MHC. Com base na pequena contribuigédo aditiva desses SNPs, foi
sugerido que existem, provavelmente, centenas de milhares de variantes, que contribuem para
a resisténcia aos helmintos em ovinos (KEMPER et al., 2011), e é possivel que diferentes
subgrupos de genes conferem resisténcia ou susceptibilidade entre as diferentes racas.

Comparacdo de QTL e GWAS de estudos relacionados com a resisténcia a parasitas
gastrintestinais fornecem evidéncias que o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
sobre o cromossomo 20 e interferon gama (IFN-g) sobre o cromossomo 03 (BISHOP e
MORRIS, 2007; DOMINIK, 2005). O primeiro é uma caracteristica de antigeno a células T,
que sdo um grupo de glébulos brancos (leucécitos) responsaveis pela defesa do organismo
contra agentes desconhecidos, que desencadeiam o desenvolvimento de respostas imunoldgicas
(SHER, 1992) e o ultimo um antagonista de resposta forte ao Th2, ajuda a ativar células B,
resultando na producéo de anticorpos (KELLY, 1991).

Encontrar QTLs relacionados aos mecanismos biol6gicos de um individuo resistente a
parasitose tem sido muito esperado pela ovinocultura. Nao s6 estudos de associacdo genémica
gue visam marcadores relevantes associados a uma caracteristica produtiva especifica,
permitindo a sua utilizacdo em programas de melhoramento, mas também que permitam a
identificacdo dos genes que contribuem para a expressdao desse fenoétipo. O marcador
OARG6_81718546 esta proximo de uma regido de interesse que é o receptor alfa do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA), que havia sido relatado anteriormente por Beh
et al. (2002), no entanto a distancia deste gene marcador para 0 SNP é 5 Mpb, portanto, pouco
provavel que esteja em desequilibrio de ligacdo. Outro marcador corresponde,
OAR15 59871543 foi encontrado na posicdo 876.857 pb do cromossomo 15, que estd
associado a mucina de superficie (MUC15). As Mucinas codificam glicoproteinas epiteliais que
compdem o muco na superficie dos tecidos epiteliais, agindo como uma barreira fisica contra
bactéria, fungos patogénicos e virus (GURURAJA et al., 1999; KAWAKUBO et al., 2004), e
parasitas (BELL et al., 1984).

2.3 Marcadores moleculares

Ovinos possuem 26 pares de cromossomos autossomos e um sexual, assim ja foram
identificados 2.030 locos, dos quais 543 sdo genes, mas também possui 2.257 marcadores de
microssatélites, e os SNPs significativos associados com caracteristicas zootécnicas para ovinos
ainda sdo poucos quando comparado aos 54.241 SNP no genoma da espécie (AMARILHO-

SILVEIRA et al., 2015). Estas informacdes servem como ferramentas bésicas para a busca de
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locos responsaveis, ou situados proximos a genes responsaveis, por caracteristicas de interesse
econdmico.

Os marcadores de polimorfismo de nucleotideo unico (SNPs) sdo alteracdes elementares
na sequéncia da molécula de DNA que ocorrem quando um Unico nucleotideo difere entre
cromossomos homologos de diferentes individuos no mesmo loco. Séo frequentes por se
tratarem de pequenas mutacGes pontuais, como substituicdo de uma base ou pequenos eventos
de insercdo ou delecdo (FALEIRO, 2007). Tém sido utilizados para elaboracdo de mapas
genéticos, para medir a estrutura genética de populacdes ou para realizar estudos funcionais.

As alteracGes de SNPs estdo em todo genoma distribuido de maneira uniforme podendo
estar presentes em diversas regides do genoma, podendo ser em regides codificadoras ou com
funcdo regulatdria e em regides que flanqueiam os genes, porém na grande parte dos casos sao
encontrados em regides intergénicas, ainda sem funcdo determinada. Segundo Iniesta et al.
(2005) alteragdo de um Unico nucleotideo quando ocorre em uma regido codificante pode
provocar uma troca de aminoécido da futura proteina resultante podendo levar a alteracfes em
sua funcao.

Os polimorfismos de SNPs podem ser classificados de acordo com a sua forma de
apresentacdo, denominadas como variagGes estruturais, quando as diferencas entre individuos
ocorrem em mais de um par de bases ou de sitio Gnico, quando as diferencas ocorrem em apenas
um par de bases (FRAZER et al., 2009).

Os chamados de Quantitative Trait Loci (QTLs) indicam que dada regido cromossémica,
localizada entre dois marcadores testados, esta significativamente ligada ao fenétipo. Uma vez
localizado um QTL ligado ao fen6tipo, € iniciado o processo de mapeamento fino, em que €
testado um maior nimero de marcadores moleculares situados dentro daquela regido. Procura-
se obter um QTL que esteja localizado entre dois marcadores moleculares mais proximos e
assim sucessivamente, até chegar a uma regido onde provavelmente estara o gene que explica
parte ou maioria da variacédo fenotipica da caracteristica que esta sendo estudada. Por isso tem-
se a vantagem de trabalhar com esse tipo de modelo, onde ha a maior probabilidade de encontrar
associacdes entre marcadores e caracteristicas de interesse, uma vez que a busca néo se restringe
a poucas regides cromossdmicas.

Em estudos com borregos Corriedale selecionados para resisténcia e susceptibilidade a
nematoides gastrintestinais, Grasso et al. (2011) encontraram 7 SNPs de um total de 54.241,
que apresentaram associacdo com as caracteristicas selecionadas, e também a andlise de
diploide determinou que esses marcadores tém a capacidade de indicar se um ovino é resistente

ou susceptivel. Como a resposta imunoldgica € controlada por varios genes, que podem estar
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localizados em diferentes cromossomos, os resultados encontrados até 0 momento sdo muitas
vezes contraditérios. Segundo Bishop e Morris (2007), h&d uma grande variagdo na resposta de
OPG em relacdo a polimorfismos genéticos em diferentes genes e regides cromossdmicas.
Portanto, é provavel que a selecdo assistida por marcadores para resisténcia aos parasitas
gastrintestinais em ruminantes seja determinada por varios genes, e ndo por um gene principal.
O fato de a resisténcia estar ligada a varios genes pode ter desdobramentos praticos.

Na Australia, Beh et al. (2002) ndo encontraram evidéncias da presenca de genes
principais associados com a resisténcia contra Trichostrongylus colubriformis em ovinos da
raga Merino. Em outros estudos realizados na Gra-Bretanha, foram identificados QTLs nos
cromossomos 2, 3, 14 e 20 associados a resisténcia as infeccGes naturais por nematodeos
gastrintestinais em ovinos Scottish Blackface (DAVIES et al., 2006). Na Nova Zelandia,
identificou-se um QTL localizado no cromossomo 8 associado a resisténcia contra infeccdes
por Trichostrongylus spp. (CRAWFORD et al., 2006). H& existéncia de dois QTLs relacionados
a resisténcia a endoparasitas detectado no cromossomo 25 em uma varredura do genoma para
resisténcia ao H. contortus em cordeiros oriundos de retrocuzamento de Romane x Martinik
Black Belly (SALLE et al., 2012). Os mesmos autores encontraram cinco QTLs de maior
interesse nos cromossomos 5, 7, 12, 13 e 21 associado ao OPG e outros parametros medidos
em 1000 cordeiros oriundo do retrocruzamento entre Martinik Black-Belly x Romane, para
resisténcia ao H. contortus.

O uso de informac6es obtidas a partir de técnicas de genética molecular no melhoramento
genético animal tem como principal vantagem a utilizacdo direta da informacdo do material
genético na selecdo, permitindo melhorias na eficiéncia de sele¢do e diminuicdo no tempo de
avaliacdo, em comparacdo com a selecdo tradicional baseada essencialmente em dados
fenotipicos. O uso de informagfes genéticas moleculares e fenotipicas para as avaliacGes
caracteriza a selecdo assistida por marcadores genéticos (DEKKERS, 2004).

Na busca por informagdes mais apuradas do genotipo dos animais, algumas pesquisas
estdo utilizando marcadores moleculares em conjunto com o desenvolvimento de técnicas
capazes de detectar polimorfismos de genes que possibilita ampliar a capacidade de caracterizar
a variacdo genética dentro e entre ragas (TORO et al., 2009). Os estudos moleculares podem
esclarecer a existéncia de gargalos populacionais, deriva genética e assinaturas de selecéo,
informar sobre eventos de domesticacdo, endogamia, introgressdo e subestruturacdo
populacional, e auxiliar decisbes acerca da manutengédo e manejo de populagdes (MEADOWS
et al., 2005; TAPIO et al., 2006).
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Informacgdes de marcadores genéticos, 0s quais cobrem de forma densa o genoma, tém
sido utilizadas a partir de um método proposto por Meuwissen et al. (2001), pelo qual
pressupde-se que 0s genes de interesse provavelmente apresentardo desequilibrio de ligacéo
com parte importante dos marcadores genéticos. A partir deste método, espera-se obter

melhorias na selecdo dos animais e na identificacdo de genes de interesse.

2.3.1 Controle de qualidade dos marcadores

Com os avancos da metodologia de selecdo gendmica e, portanto, das aplicacdes de
estratégias envolvendo genotipagens, o significativo incremento no ganho genético anual em
caracteristicas de alto impacto econémico vem se tornando uma realidade. No entanto, avaliar
a qualidade de marcadores por meio de alguns critérios de controle de qualidade € um passo
critico para garantir que as analises estatisticas sejam mais verdadeiras possiveis (YANG et al.,
2011). A importancia do controle de qualidade dos dados de genotipagem esta no aumento na
confiabilidade dos efeitos dos marcadores SNPs e valores genéticos genémicos preditos, pois a
acuracia € reduzida quando este controle ndo é realizado ou é ineficiente (WIGGANS et al.,
2009).

Dentre os critérios de controle de qualidade dos marcadores tipo SNPs, tem-se o Call
Rate (CR), que é a proporcdo de SNPs identificados com acurécia, ou seja, € a taxa de SNPs
hibridizados e que tiveram seu gendtipo estabelecido, reflete a qualidade da genotipagem e €é
representado pela razdo entre o nimero de SNP detectado pelo total analisado. A remocdo de
marcadores de qualidade inferior € muito importante para os estudos GWAS, porgue eles
podem apresentar-se como os falsos positivos e reduzir a capacidade de identificar associagdes
verdadeiras (ANDERSON et al., 2010).

Outra medida de controle de qualidade é a Frequéncia Alélica Minima ou Minor Allele
Frequency (MAF), em que se determina a frequéncia minima dos SNPs, ela reflete a qualidade
da determinacéo do perfil de SNP e/ou erros na designacdo dos mesmos (TABANGIN et al.,
2009). A frequéncia do menor alelo utiliza as frequéncias alélicas para verificar a ocorréncia de
alelos com baixa frequéncia ou monomorficos, os quais ndo sdo informativos, e assim haveria
dificuldade em selecionar na populagdo alelos que sdo encontrados em poucos individuos.
Segundo Wiggans et al. (2009) e Vanraden et al. (2009) o critério de MAF deveria variar entre
2-5%, dependendo do numero de amostras a serem genotipadas.

A existéncia do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) como controle de qualidade da
genotipagem pode nos mostrar que os SNPs que apresentam desvios do EHW sdo

desconsiderados das analises ja que podem sinalizar problemas, como erros na determinacgéo
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do perfil de SNPs ou peculiaridades nos dados, o que tem levado esse parametro a ser utilizado
no controle de qualidade dos gendtipos (SALANTI et al., 2005; MCCARTHY et al., 2008), de
acordo com as frequéncias alélicas, podendo identificar possiveis erros de genotipagem.
Quando verificados desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg, alguma das pressuposicdes de
populacdo em equilibrio (auséncia de sele¢do) pode ter sido violada, ou seja, 0s alelos ndo estdo
segregando na populagdo como esperado, pela ocorréncia de um maior nimero de individuos
homozigotos ou heterozigotos do que pela lei do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg também podem estar relacionados a erros de genotipagem. Além
disso, segundo Wiggans et al. (2009), desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg podem indicar
problemas em determinar acuradamente o genétipo do SNP.

2.4 Estudos de Associacdo Gendmica Ampla - GWAS

Com a utilizagdo da informacdo gendmica, pode-se conhecer informagdes do genoma
antes desconhecidas do melhoramento genético e, assim, tornou-se possivel a investigacdo e o
conhecimento sobre a arquitetura genética das caracteristicas de interesse zootécnico. Sendo
assim, estudos de associacdo gendémica ampla (GWAS — Genome Wide Association Study)
estdo sendo utilizados na busca por variantes genéticas associadas com a expressdo fenotipica
de diversas caracteristicas em diversas populacdes (WELLER e RON, 2010; VISSCHER et al.,
2012; LIU et al., 2013; PONSUKSILI et al., 2014).

Os estudos a partir da GWAS tem como objetivo identificar variantes causais no genoma
de um grande nimero de individuos, por meio dos marcadores SNPs para descobrir associacdes
estatisticas significativas (p-valor) entre estas e os fenotipos de interesse, assim possibilitando
investigar as regibes cromossdémicas em que estas variantes significativas se encontram e
relaciona-las com funcgdes bioldgicas acessando banco de dados genémicos (Ex. NCBI, MCSG,
SGPDB, QTLdatabase), na GWAS geralmente os SNPs sdo assumidos como efeitos fixos e
analisados separadamente.

A GWAS é uma poderosa ferramenta que permite conhecer como a genética se manifesta
por traz da expressdo de fenotipos de importancia econdémica através dos estudos de associacdo
com o fendtipo (CASAS et al., 2013). Essa ferramenta necessita e explora a existéncia de
desequilibrio de ligacdo (LD — Linkage Disequilibrium) entre SNPs e variantes causais
(BOLORMA et al., 2013), sendo que, quanto maior a densidade dos painéis de marcadores,
maiores tendem a ser os niveis de LD (RINCON et al., 2011). Assim, a utilizacdo da GWAS
visa identificar SNPs associados com a caracteristica de interesse e explorar regides do genoma

em que esses SNPs estdo inseridos, de modo a identificar genes e/ou locos de caracteristicas
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quantitativas (QTL - Quantitative Trait Loci) relacionados a expressdo fenotipica de
caracteristicas (UTSUNOMIYA et al., 2013).

Trabalhos relacionados a associacdo genética ligada a resisténcia a parasitose tem sido
realizado em ovinos (BISHOP e MORRIS, 2007, DAVIES et al., 2006, SALLE et al., 2012;
CRAWFORD et al., 2006). Sallé et al. (2012) usando Illumina OvineSNP50 BeadChip
encontraram marcadores relacionados a resisténcia a endoparasitas nos cromossomos 5, 12, 13
e 21.

2.5 Sele¢do Genomica Ampla - GWS

A selecdo gendmica ampla, proposta por Meuwissen et al. (2001) consiste na utilizacéo
simultanea de centenas ou milhares de marcadores tipo SNP, 0s quais cobrem o genoma de
maneira densa, de forma que todos 0s genes de um carater quantitativo estejam em desequilibrio
de ligagdo com pelo menos uma parte dos marcadores. Os estudos de GWS tem como objetivo
identificar individuos superiores com base em seu mérito genético genémico (GEBV), calcular
medidas de acurécia para estes valores e estimar parametros genéticos de interesse (h2, variancia
genética), utilizando os SNPs, geralmente assumidos como efeitos aleatorios, considerados
simultaneamente nas analises, demandando o uso de métodos estatisticos especificos.

A revolucdo no melhoramento genético de animais, que vem sendo proporcionada pela
adocdo da selecdo gendmica, de forma mais ou menos intensa e com diferentes graus de
sucesso, pelos diversos setores produtivos dos animais domésticos (VAN EENENNAAM et
al., 2014), ndo é devida a uma metodologia estatistica extraordinaria que foi desenvolvida, mas
sim, devida a uma poderosa idéia: regredir os fen6tipos sobre todos os marcadores disponiveis
usando um modelo linear (DE LOS CAMPOS et al., 2013).

Os métodos tradicionais de selecdo usam o fenotipo para inferir sobre o efeito do genotipo
dos individuos, ja a GWS utiliza o gen6tipo, com efeito genético pré-estimado em uma amostra
da populacéo, para inferir sobre o fenotipo a ser expresso nos candidatos a selecdo (RESENDE,
2008).

Métodos Bayesianos tém sido aplicados com sucesso em espécies de interesse zootécnico
(Lletal, 2011; HE e LIN, 2011; SUN et al., 2011; BODDICKER et al., 2012; PETERS et al.,
2012). Os modelos utilizados sdo uma solugéo para o problema da dimensionalidade (o nimero
de observacdes € menor que o nimero de variaveis preditivas), conseguindo predicoes
simultaneas para milhares de SNPs ao considerar os efeitos como aleatorios, embora, estes
métodos tenham sido desenvolvidos para a predi¢do de valores genéticos (MEUWISSEN et al.,
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2001). Além dos efeitos aditivos, eles também podem levar em consideracdo efeitos nédo
aditivos (GAO et al., 2014).

Na inferéncia Bayesiana, distribuicdes a priori sdo atribuidas para cada parametro. No
caso, para 0 parametro 8 ¢ atribuida uma distribui¢do nao informativa (“flat”); e segue uma
distribuicdo normal N~(0,I02), onde o2 é a variancia do residuo e considerada como
desconhecida, com uma distribuigé@o a priori Qui-quadrado escalonada invertida. A diferenca
entre os modelos Bayesianos esté na distribuicdo a priori marginal que é assumida para o vetor
de parametros.

Na metodologia aplicada ao melhor preditor ndo viesado através da regressao aleatéria
utilizando a inferéncia bayesiana, BRR (“Baesyan Ridge Regression”) uma distribui¢do normal
N~(0,1c%), é atribuida como priori para o, e para a variancia o2 é usada uma distribuicio
Qui-quadrada escalonada invertida. Ja através do método Bayes A, a priori para @ é uma
distribuicdo univariada T com média zero. Neste modelo é assumida uma variancia diferente
para cada marcador, o que difere da metodologia Bayes B, pois a priori assumida para 0s
marcadores € uma mistura de distribuicdes, tendo um ponto de massa em zero com
probabilidade 7 e uma distribuicdo univariada T com probabilidade 1 — 7 € média zero. Assim
Bayes A é um caso especial de Bayes B, quando = = 0 (MEUWISSEN et al., 2001).

Pela metodologia intitulada de Bayes C, a priori assumida para os efeitos dos marcadores
é uma mistura de distribui¢6es, tendo um ponto de massa em zero com probabilidade = e uma
distribuicdo normal univariada N~(0,1c2;), com probabilidade 1 — 7, a variancia o2 segue
uma distribuicdo Qui-quadrada escalonada invertida. Assim a metodologia anteriormente
apresentada BRR é um caso especial de Bayes C quando = = 0 (HABIER et al., 2011). Em
Bayes B e Bayes C, o valor de m pode ser tratado como desconhecido e ser inferido a partir dos
dados, atribuindo uma distribuicOes beta a priori para m. Na metodologia dita LASSO
Bayesiano, a distribui¢do a priori atribuida para « é a dupla exponencial, que tem uma maior
concentracdo de massa em zero quando comparada como as distribui¢des normal e t. Este
modelo usa o pardmetro A que controla o nivel do “shrinkage” aplicado aos efeitos dos SNPs.
O valor de 4 pode ser definido por validagdo cruzada ou inferido a partir dos dados. Para este
ultimo caso, uma distribui¢do beta ou gama é atribuida como priori ao parametro 2 (PARK e
CASELLA, 2008; DE LOS CAMPOS et al., 2009).

Os métodos bayesianos estdo associados a sistemas de equacbes ndo lineares e as
predicdes ndo lineares podem ser melhores quando os efeitos de QTL ndo sdo normalmente

distribuidos, devido a presenca de genes de efeitos maiores (REZENDE et al. 2010).
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Segundo Resende et al. (2011) os métodos de estimacdo bayesianos podem ser com
selecdo direta de co-variaveis como Bayes B, Bayes Cx, ¢ BLASSO ou sem sele¢do direta de
co-variaveis (BRR, Bayes A). Com distribui¢cdo normal dos efeitos dos QTL o método BRR ¢
igualmente eficiente (RESENDE, 2008). De Los Campos et al. (2009) verificaram que 0
BLASSO apresentou performance superior ao BLUP para predizer valor gendémico.

Na estatistica bayesiana, parametros como a varidncia explicada por um loco séo
assumidos, a priori, provir de uma determinada distribuicdo de probabilidade.
Consequentemente a variancia pode variar entre os locos, e combinando a informacéo a priori
com a dos dados obtidos resulta em uma estimativa do parametro. Esse procedimento parece
mais realista do que assumir que a variancia entre os locos é fixa, como no caso do metodo
BLUP (MEUWISSEN et al., 2001). A metodologia Bayes B apresenta uma priori mais realista
porque espera-se que algumas regides do genoma nao carreguem nenhum QTL, assim algumas
marcas deveriam ter estimativas de efeito iguais a zero (HEFFNER et al., 2009).

Comparando métodos bayesianos, Habier et al. (2011) relataram que o método Bayes A
mostrou-se superior na maioria das situacGes, mas nenhum dos métodos bayesianos séo
claramente superiores em todas as situagdes. Entretanto, Bayes B, Bayes Cn e Bayes D=
apresentam a vantagem de propiciar informacdo sobre a arquitetura genética do carater
quantitativo e identificar as posi¢des de QTL por modelagem da frequéncia de SNP ndo nulos.
Também Mrode et al. (2010) concluiram pela superioridade do Bayes A e Fast Bayes B sobre
0 Bayes B. Os métodos de regressao explicita, o Bayes A, o LASSO bayesiano (BLASSO) e o
BRR sdo os métodos favoritos quando o modelo poligénico infinitesimal se aplica.

O método BRR de shrinkage julga que os marcadores sao tratados como efeitos aleatérios
e ttm os mesmos efeitos para todos os marcadores (MEUWISEEN et al., 2001). O método
Bayes A proposto por MEUWISSEN et al. (2001) produz resultados similares ao método BLUP
com variancias heterogéneas, pois as variancias dos segmentos cromossdmicos diferem para
cada segmento e sdo estimadas sob esse modelo, considerando a informagcdo combinada dos
dados (fungéo de verossimilhanca) e da distribuicédo a priori para estas variancias.

O metodo Bayes B apresenta as mesmas suposi¢cdes que o Bayes A para uma fracdo
dos SNPs e assume que (1 - ) dos SNPs apresenta efeitos nulos. Um problema desse método
é a escolha da fracdo . No método Bayes B muitos efeitos de marcadores sdo assumidos como
zero, a priori. Isso reduz o tamanho do genoma por meio da concentragdo nas partes do mesmo
onde existem QTLs (RESENDE et al. 2010).
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Para os efeitos dos QTLs, o método Bayes B usa uma distribuigdo a priori com alta
densidade em a[? = 0 e distribuicdo qui-quadrado invertida para a[% > 0. Assim, considera que
em muitos locos ndo existe variacdo genética, ou seja, ndo estdo segregando. Assim, a
distribuicdo a priori equivale a a§i~)(‘2(v,52) com probabilidade m e a,?i =0 com
probabilidade (1 - r), em que & depende da taxa de mutacdo do gene.

O método Bayes C permite especificar uma distribuicdo a priori para 7, permitindo a
modelagem da distribuicdo dupla exponencial. No método Bayes C uma variancia comum €
especificada para todos os locos.

Os Lassos bayesianos sdo vantajosos em relacdo aos métodos bayesianos de Meuwissen
et al. (2001) por serem assintoticamente livres de informacéo a priori. A formulagéo bayesiana
do Lasso (BLASSO) inclui um termo de variancia comum para modelar ambos o0s termos, 0s
residuos e os efeitos genéticos dos marcadores (PARK e CASELLA, 2008; DE LOS CAMPOS
et al., 2009). O Lasso Bayesiano é também interessante, pois usa amostragem de Gibbs, uma
vez que se conhece a distribuicdo condicional completa.

Para diminuir a variabilidade e aumentar a acuracia, varias interacdes da validacao
cruzada sdo realizadas utilizando diferentes particdes, e calcula-se a média dos resultados da
validacao gerados em cada rodada.

A validacdo cruzada consiste na reamostragem de grupos de individuos via procedimento
Jacknife (HELTSHE e FORRESTER, 1983), conforme descrito por Resende et al. (2010). A
metodologia generalizada do Jacknife baseia-se na divisdo do conjunto de C dados amostrais
em g grupos de tamanho igual a k, de forma que C = gk. Em cada um dos g grupos, k individuos
sdo retirados para a formacao da populacdo de validagdo. Nesse processo, em cada subgrupo
analisado a GWS é avaliado ao calcular a correlacdo entre o valor genético predito por esse
método e o valor fenotipico observado nos individuos. Essa correlacdo é conhecida como
capacidade preditiva, sendo dada teoricamente pela acurécia de selecdo multiplicada pela raiz

quadrada da herdabilidade individual.
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Associacdo gendmica ampla em ovinos de corte para caracteristicas associadas a
resisténcia a endoparasitas

Resumo: Objetivou-se com este trabalho identificar SNPs associados as caracteristicas
relacionadas a resisténcia a endoparasitose em ovinos de corte e explorar as regiGes gendmicas
associadas em torno deles. Foram utilizados fendtipos de presenca de pelo arrepiado e presenca
de ovos Strongylus nas fezes, Log do OPG, coloragdo da mucosa (FAMACHA), parametros
sanguineos e contagem diferencial de células além do escore da condicdo corporal de 271
ovinos com registro na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos. Os animais foram
genotipados com SNPChip Ovine de 50k. A associagdo gendmica ampla foi realizada pela
regressao corrigida para efeitos aleatorios poligénicos visando a associagdo entre o marcador e
o fenotipo, sendo que os valores de -logio(p-valor), obtidos para cada SNP foram representados
em gréaficos Manhattan. Apds identificar os marcadores significativos foi realizada uma busca
no banco de dados do NCBI — National Center for Biotechnology Information, em busca de
genes ja descritos para justificar a associacdo com cada caracteristica, além de estudo de
desequilibrio de ligacdo entre o marcador significativo e os marcadores proximos. Os
cromossomos 8 e 12 de ovinos de corte apresentaram marcadores significativos para
caracteristica presenca de ovos de Strongylus e a caracteristica LogOPG possui marcadores nos
cromossomos 6 e 2, além do cromossomo 2 também possuir marcadores associados a
caracteristica de escore da condi¢do corporal e 0 cromossomo 21 possuir marcadores associados
a caracteristica de pelo arrepiado. Constatou-se marcadores significativos associados as
caracteristicas de resisténcia a endoparasitas em ovinos de corte, auxiliando assim no

entendimento da arquitetura genética destas caracteristicas.

Palavras-chave: desequilibrio de ligacdo, endoparasitas, grafico Manhattan, GWAS, QTL.

Genome-wide association in sheep for trait associated with resistance to endoparasites

Abstratc: In this study we aimed to identify SNPs associated with traits related to resistance to
endoparasites in meat sheep and explore the associated genomic regions around them.
Phenotypes of presence of bristled hair and presence of Strongylus eggs in the feces, Log-OPG,
conjunctiva mucous colour (FAMACHA), blood parameters and differential cell count, in

addition to body condition score of 271 sheep registered by the Brazilian Association of Sheep
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breeders were used. The animals were genotyped with the panel SNP Chip Ovine of 50k. The
genome-wide association was carried out by regression corrected for random polygenic effects
aiming at the association between the marker and the phenotype, since the values of -logio(p-
value) obtained for each SNP were plotted on Manhattan graphs. After identifying the
significant markers a search on NCBI (National Center for Biotechnology Information)
database was carried out, searching for genes already described to justify the association with
each trait, as well as linkage disequilibrium study between the significant marker and markers
close to it. The chromosomes 8 and 12 of meat sheep have significant markers for presence of
Strongylus eggs and the trait Log-OPG has markers on chromosomes 6 and 2, in addition
chromosome 2 also has markers associated with the body score condition and chromosome 21
has markers associated with bristled hair. It was found significant markers associated with traits
of resistance to endoparasites in meat sheep, thereby assisting in the understanding of the

genetic architecture of these traits.

Kew Words: endoparasites, GWAS, linkage desequilibrium, Manhattan plot, QTL

1. Introducéo

A ovinocultura é uma atividade importante de producéo de proteina de origem animal
para alimentacdo da populacdo, porém um entrave na criacdo de ovinos é o prejuizo causado
pela verminose. Dentre os métodos complementares e integrado ao uso de farmacos no controle
de endoparasitas, existe a rotacdo de pastagens, descontaminacdo dos pastos, além da
identificacdo de animais resistentes para direcionar os acasalamentos. Todavia, dentre os
métodos apresentados o Gnico que podera promover mudancas duradouras seria a selecdo de
animais geneticamente resistentes ao parasita, com base em caracteristicas que podem estar
associadas com a resisténcia a endoparasitas, como ovos por grama de fezes (OPG), grau de
coloracdo da mucosa ocular, medido pelo método FAMACHA, escore da condi¢do corporal,
entre outras.

A identificacdo dos principais genes e variantes que afetam as caracteristicas de
resisténcia a endoparasitose seria de grande importancia, visto que as verminoses
gastrintestinais possuem expressivo impacto econémico na ovinocultura. A selecdo de animais
que possuam resisténcia a nematodes e feita principalmente com base na utilizacdo de
caracteristicas indicadoras, tais como OPG (BISHOP e STEAR, 2001). No entanto, a coleta de
amostras e a quantificacdo de tais caracteristicas indicadoras € um processo caro, demorado e

requer, geralmente, que o animal sofra o desafio parasitario. Portanto, seria vantajoso selecionar
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animais diretamente para a resisténcia ao parasita sem o requisito de desafio do animal
(RIGGIO et al., 2013).

Os avancos na tecnologia de marcadores molecularees no DNA tornaram possivel
identificar regifes gendmicas ou locos de caracteristicas quantitativas (QTLSs) de caracteristicas
complexas. Proporcionando aos programas de melhoramento genético, a incorporagdo dessas
informagdes de QTLs nas avaliagBes genética, visando aumentar o potencial e precisdo na
selecao.

E com o desenvolvimento das tecnologias de genotipagem para centenas de milhares de
marcadores, em especial, os marcadores do tipo polimorfismos de nucleotideo tUnico (SNP),
estudos de associagdo gendmica (Genome Wide Association Studies - GWAS) tornaram-se uma
técnica para identificar regides cromossdmicas associadas com caracteristicas complexas em
diferentes espécies (PENG et al., 2010; BARSH et al., 2012).

O objetivo com esta pesquisa foi identificar SNPs associados com as caracteristicas de
resisténcia a parasitas em ovinos de corte e explorar as regifes genémicas em torno deles de

modo a revelar genes descritos.

2. Material e Métodos

A pesquisa foi realizada com informacdes de 271 ovinos da raga Santa Inés, pertencentes
a 06 criatdrios localizados na regido Meio-norte do Brasil, com registros junto a Associacdo
Brasileira dos Criadores de Ovinos (ARCO). Os fenétipos foram coletados no periodo de
dezembro de 2013 a maio de 2014 em animais com idade superior a oito meses.

Foram registradas informacGes e caracteristicas referentes a resisténcia a endoparasitas
gastrintestinais como escore da condi¢do corporal (ECC), grau da coloragdo da mucosa
conjuntiva avaliado pelo cartdio FAMACHA (FAMACHA), presenca de pelo arrepiado
(PELO), peso corporal (PESO) e altura de cernelha (AC). Laboratorialmente foram feitas as
analises de parametros sanguineos (hematécrito (HCT), contagem de células brancas (WBC),
contagem de células vermelhas (RBC), hemoglobina (HGB), plaquetas (PLT) além de
contagem de diferencial de células sanguineas (Neutréfilo, Linfocito, Mondcito e Eosindfilo) e
contagem de ovos por grama de fezes (OPG).

As amostras de fezes para determinacdo do OPG foram colhidas diretamente da ampola
retal. Para quantificar o nimero de ovos por grama de fezes, foi utilizada solucao saturada de
cloreto de sodio (NaCl) e leitura ao microscopio em camara McMaster (GORDON e
WHITLOCK, 1939). A coloragéo da conjuntiva ocular dos animais foi definida utilizando-se

um cartdo de cores ilustrativo, no momento da avaliacdo se define a coloragdo da conjuntiva
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ocular dos animais. No cartdo estdo presentes cinco categorias, variando de 1 (coloracdo
vermelho robusto) até 5 (coloracdo palida, branco). O escore da condicdo corporal foi
mensurado por meio de avaliacdo visual e palpacdo com os dedos na regido lombar, localizando
as apofises espinhosa e transversa segundo metodologia descrita por OSORIO e OSORIO
(2003). O processo embasou-se na deteccdo de deposicdo de gordura e musculo, tomando-se
por base notas de um a cinco, em que a condi¢do corporal cinco indica deposicdo excessiva de
gordura no animal. O peso a idade adulta foi aferido em balanca manual do tipo mecénica. A
altura da cernelha foi mensurada com auxilio de fita métrica graduada, enquanto o animal
encontrava-se em estacdo e correspondeu a altura desta até o solo.

As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular, sendo realizada a antissepsia do
local (alcool iodado) e com auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo
anticoagulante EDTA. O preparo dos esfregacos foi realizado no campo (Método de predilecédo)
com uso de uma lamina limpa, sem resquicios de gordura ou outros materiais e uma distensora
de vidro transparente. Os parametros sanguineos foram analisados pelo equipamento
hematoldgico packvet® pertencente ao Hospital Veterinario Universitario de Teresina da
Universidade Federal do Piaui. A contagem diferencial de células sanguineas foi realizada por
meio de esfregacos sanguineos, sem anticoagulante, corados com kit Panético répido LB e
foram determinados valores relativos e absolutos de linfécitos, neutrofilos, eosinofilos,
mondcitos (WILLARD e TVEDTEN, 2012). Apos a analise de parametros sanguineos o sangue
foi congelado em freezer -80°C para posterior extracdo de DNA e genotipagem.

Como efeitos fixos no modelo foi considerado o grupo contemporaneo com informacéo
de més e ano de coleta, propriedade, més e ano de nascimento, além de efeito de sexo do animal,
tipo de nascimento (TN) e a idade do animal assumida como co-variavel com efeito linear.

As caracteristicas que se refere a presenca ou auséncia da ocorréncia de um fendtipo como
ovos do género Strongylus, e pelo arrepiado por serem caracteristicas binaria, sendo atribuindo
o valor 1 (sucesso) ou valor 0 (fracasso) para os animais que possuiam ou ndo, foram
transformadas em probabilidade de ocorréncia, dividindo-se o valor exponencial pelo valor
exponencial mais um, dado que assim assumiu a distribui¢cdo normal da mesma. A caracteristica
ovos por grama de fezes (OPG) foi analisada através do valor do logaritmo da contagem dos
ovos somado do valor um, em escala transformada em log,,(OPG + 1).

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue segundo o
protocolo estabelecido pelo fabricante. Terminada a extracdo, a qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose a 1% em tampdo SB 1X por 60 minutos a 60V. Os géis foram,
posteriormente, visualizados e registrados em fotodocumentador (L-PIX Loccus
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Biotecnologia). O DNA obtido foi estocado em freezer a -20°C até as anélises subsequentes.
ApoOs a extracdo, foi realizado a quantificagdo do DNA, para isso foi utilizado o
Fluoroespectofotobmetro NanoDrop 3300 com o kit intercalante AccueBlue dsDNA, que estima
a concentracdo de DNA das amostras, essencial para preparacdo das amostras para
genotipagem.

A genotipagem foi realizada utilizando o chip de alta densidade BeadChip OvineSNP50k
contendo 54.241 SNPs uniformemente espacados nos cromossomos. O chip de SNPs foi
fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da Illumina™, usando a plataforma iScan. O
protocolo de genotipagem foi seguido de acordo com que foi estabelecido pelo fabricante
(disponivel em www.illumina.com).

O controle de qualidade dos genotipos foi realizado através do pacote HapEStXXR do
programa estatistico R de modo que considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossomicos e com “Genecall Score” maior que 0,70, Minor Allele Frequency - MAF < 0,05,
além de Call Rate < 0,95 e Equilibrio de Hardy-Weinberg - HWE < 107°. Também foi calculado
o desequilibrio de ligacdo (r? entre os alelos por cromossomo dos ovinos através do pacote
LDheatmap do ambiente estatistico R.

As anadlises de associacdo genémica ampla foram realizadas através do método de
regressao corrigida para efeitos aleatérios poligénicos de acordo com o modelo proposto por
Yu et al. (2006), através da funcdo GWAS do pacote rrBLUP do programa estatistico R, que
tem como o principio o uso de modelos mistos, a partir do modelo descrito abaixo:

y =u+Xb+Za+ e,

em que: y é o vetor das observacdes das caracteristicas estudadas, u € a média das
observacdes, X é o vetor do genotipo (SNP), b é o coeficiente de regressao, Z representa uma
matriz de incidéncia para efeitos aditivos poligénicos nos animais, a € o vetor de efeitos
aditivos poligénicos aleatorios com a~N (0, GaZ), onde G é a matriz de parentesco gendmica
(VAN RADEN, 2008), e e € o vetor de erros aleatdrios, assume que se tem distribuicdo normal
com média zero e variancia igual a 62: e~N(0,52) (YU et al., 2006).

O pacote rrBLUP do R para GWAS incorpora métodos para a obtencdo de melhores
estimativas lineares ndo-viesado (BLUE) de b (efeito fixo) e melhores preditores lineares nao-
viesado (BLUP) de u (efeito aleatorio) como originalmente desenvolvido (KANG et al., 2008).
A analise de associacdo (GWAS) foi realizada por modelo misto utilizando método EMMA
(Efficient Mixed-Model Association) (KANG et al., 2008). Por fim, os valores de -logio(p-
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valor) obtidos para cada SNP foram representados em um grafico Manhattan, onde cada ponto
representa a posi¢do do SNP segundo o cromossomo.

Ap0s analise de associagdo buscou-se encontrar genes e/ou proteinas descritas na regido
genémica onde foi localizado marcador SNP significativo com objetivo de aprofundar as
relagBes dos fenotipos com caracteristicas de resisténcia a parasitose. Para isso foi realizada
pesquisa no banco de dados do National Center for Biotechnology Information-NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=sheep) e, também, na base de dados SheepQTL
Database (http://www.animalgenome.org/sheep) para buscar QTLs descritos nas regides
cromossdmicas com associagOes detectadas, sendo utilizado uma janela de 1Mb entorno do
SNP significativo, 500kb para ambos os lados.

A analise do desequilibrio de ligacdo (LD) entorno do marcador significativo foi
realizada utilizando uma janela de 1Mb entorno do marcador significativo, atraves do programa
Haploview 4.2 (BARRET et al., 2005) e a medida utilizada foi o r2, que mede a correlagéo entre
alelos de dois marcadores, sendo que r? igual a 1 indica uma correlagdo perfeita entre os dois
locos. Por outro lado, r2 igual a zero indica auséncia de LD. De acordo com Ardlie et al., (2002),
0 r2 é corrigido para as respectivas frequéncias alélicas, sendo indicativo da quantidade de
informacdo de um loco que é explicada pelo outro.

As medidas de desequilibrio de ligacdo D e r2 foram calculadas como descrito por HILL
e ROBERTSON (1968):
DZ
~ FAf@F B (b)
emqueD = f(AB) — f(A)f(B) e f(AB), f(A), f(B), f(b)sao as frequéncias observadas do

hapldtipo AB e dos alelos A, a, B, e b, respectivamente.

T'Z

3. Resultado e Discusséo

Dentre os 54.241 marcadores do tipo SNP existentes no OvineBeadChip, 44.548
marcadores restaram ap0s os critérios de qualidade impostos, esses foram utilizados na anélise
de associacdo com as caracteristicas ligadas a resisténcia dos animais a parasitose. A
distribuicdo dos SNPs por cromossomos varia do menor valor de 597 no cromossomo 24 até
4892 SNPs no cromossomo 1 (Tabelal), resultado esse que corrobora com Garcia-Games et al.
(2012) que encontrou valores de SNP oscilando de 598 no cromossomo OAR24 a 4987 no
cromossomo OARL.

O valor de r2 é indicado para saber o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores, sendo

que, quanto maior o r2, maior o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores. Foi encontrado
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niveis relativamente baixo de r2 nos cromossomos estudados (Tabelal), isso é explicado por
tratar-se de animais da raca de ovinos Santa Inés, que é considerada uma raga naturalizada do
Brasil e ainda possui pouca selecdo dentro da mesma.

Garcia-Games et al. (2012) estudando ovinos nativos da raca Churras na Espanha
encontraram valores de r2 semelhantes com o presente estudo, isso pode ser reflexo que animais
nativos ou que sofreram menor selecdo possuem valores baixos de r2. Outra explicacgdo do valor
de r2 ter sido baixo para esses animais consiste em que a raca de ovinos Santa Inés é formada
de animais naturalizados fundada por mistura de racas na sua composi¢do genética, segundo
PAIVA (2005) é resultante de cruzamentos intercorrentes entre as racas Bergamécia, Morada
Nova, Somalis. Entretanto Carneiro et al. (2010), que sugerem que 0 novo porte da raca pode
ser devido a cruzamentos com animais Suffok, esse processo de formacdo da raca foi verificado
por Brito et al. (2015), que ao estudarem a caracterizacdo de cabras na América e Oceania,
encontraram resultados de menores desequilibrio de ligagdo em animais nativos (selvagens)
que originaram de mistura de racas na composicao genética.

Estes resultados podem ser explicados pois a populacdo de ovinos no Brasil ndo passou
por um processo de selecdo genética para identificacdo dos animais geneticamente superiores a
serem destinados para reproducdo, o que indica que ndo existe um programa conciso de
melhoramento de ovinos no pais, fato relatado por Rego Neto et al. (2014), que ao estudarem a
estrutura de populacdo de ovinos Santa Inés no estado do Piaui constataram que existe

discrepancia na estrutura populacional dessa raca.
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Tabela 1. Resumo dos marcadores SNP analisados e desequilibrio de ligacdo (r?) entre
marcadores para cada cromossomo ovino

CROMOSSOMO Comprimento SNP r2
(kb) (n) Meédia + Desvio Padréo
1 299592,5 4892 0,0113 £ 0,0196
2 263106,1 4549 0,0120 + 0,0227
3 242554,0 4139 0,0120 £ 0,0219
4 127111,6 2231 0,0146 + 0,0262
5 115958,4 1972 0,0141 + 0,0256
6 129012,8 2134 0,0133 £ 0,0251
7 108670,6 1836 0,0142 £ 0,0270
8 97781,1 1723 0,0136 + 0,0262
9 100700,7 1741 0,0146 + 0,0293
10 94097,2 1544 0,0160 + 0,0305
11 66863,5 976 0,0161 £ 0,0312
12 86031,1 1428 0,0158 + 0,0292
13 88861,5 1398 0,0159 + 0,0301
14 87642,5 952 0,0163 + 0,0306
15 89836,1 1383 0,0150 + 0,0296
16 77042,2 1222 0,0167 + 0,0352
17 78441,8 1165 0,0156 + 0,0299
18 71850,3 1154 0,0153 + 0,0281
19 64794,6 1028 0,0159 + 0,0295
20 55366,6 921 0,0166 + 0,0321
21 55137,9 757 0,0184 +0,0343
22 55018,3 897 0,0166 + 0,0319
23 66238,8 938 0,0155 + 0,0294
24 442351 597 0,0171 + 0,0326
25 48010,5 830 0,0170 + 0,0322
26 49820,9 758 0,0194 + 0,0364

O Desequilibrio de Ligacdo (LD) representado pelo valor de r2 diminuiu na medida em
que a distancia fisica entre os marcadores aumentou. De acordo com Kijas et al. (2012) e White
et al. (2012) em ovinos domesticos o valor de LD expresso por r2 é relativamente menor em
comparagao com outros mamiferos.

Através da GWAS verificou-se associacdo de alguns marcadores do tipo SNPs
significativos em diversos cromossomos com caracteristicas ligadas a resisténcia a parasitose
que foram estudadas. As analises de associacdo possibilitaram identificar seis marcadores

significativos para quatro caracteristicas estudadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Lista de SNPs significativos (com correcdo FDR para os p-valores) associados com
caracteristicas relacionadas a endoparasitas identificadas pela analise de associa¢do do genoma

Nome SNP Cromossomo Posicdo (pb) -logio Caracteristica
(p-valor)
OAR21_52583090.1 21 52583090 6,55 Pelo arrepiado
OAR12_17005059.1 12 17005059 6,03 Presenca de Ovos do Género
Strongylus
OARS8 91253490 X.1 8 91253491 5,79 Presenca de Ovos do Género
Strongylus
§23985.1 2 32997159 6,25 Escore Condicéo Corporal
526633.1 6 43881022 6,91 LogOPG
OAR2_148350187.1 2 148350187 6,30 LogOPG

Para presenca de pelo arrepiado nos ovinos da raca Santa Inés verificou-se um marcador
(OAR21_52583090.1) significativo (-log10P=6,55) que esta posicionado no cromossomo 21
(Figura 1). Neste cromossomo foi encontrado o gene Kaps, presente na posi¢édo 49.148.500pb,
responsavel pela producdo de proteinas associadas a queratina no pelo dos animais, essas
proteinas sdo um dos principais componentes estruturais da fibra de 1a dos ovinos (GONG et
al., 2010). Uma variacdo nos genes KAP (KRTAPS) pode afetar a estrutura de Kaps e, portanto,
as caracteristicas da 1. No estudo de Gong et al. (2010) dentre os cinco SNPs encontrados na
regido de codificacdo desse mesmo gene, quatro eram SNPs ndo sinbnimos que resultou em
alteracbes de aminoacidos. O polimorfismo do comprimento afeta o contetido de cisteina do
peptideo putativo e isso, juntamente com os SNPs podem ter um impacto sobre a estrutura de

KAP5-4, e, portanto, afetam tracos de |&, que confere a caracteristica de ericado ou arrepiado.

T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1T T T T 11T T
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 22 24 26 27

Chromosome

Figura 1. Grafico Manhattan dos resultados da associagdo gendmica para presenca de pelo
arrepiado em ovinos de corte.

Ja para a caracteristica de escore da condicdo corporal foi encontrado um marcador SNP
significativo no cromossomo 2 (Figura 2). Na busca por genes encontrados anteriormente no
cromossomo 2, o qual foi observado um SNP associado com o Escore da Condig¢éo Corporal
(ECC), o achado corrobora com as informagdes contidas no banco de dados QTLdb para ovinos
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(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/traitmap?trait_ID=3142), aonde  se
encontrou um estudo com QTL para uma caracteristica denominada Conformation score ou
Escore de conformacdo (LAVILLE et al., 2004).

Em cordeiros genotipados por dois marcadores microssatélites (BM81124, BULGEZ20)
flanqueando o gene da miostatina foram localizados QTL para conformacéo corporal no
cromossomo 2 descrito por Marcq et al. (2002). Cavanagh et al. (2010) encontraram QTL no
cromossomo 2 para caracteristica de tamanho de carcaca. No cromossomo 2 dos ovinos na
posicdo 118.140.420pb, é encontrado o gene da miostatina (MSTN), que é conhecido como
fator de crescimento e diferenciacdo 8 (GDF8), e esta relacionado com o crescimento muscular
(McPHERRON et al., 1997), que pode estar relacionado com o fato do animal que encontra-se
em estado de salde favoravel, ou seja sem infestacdo por endoparasita, pode ocorrer a expressao
génica de maneira mais coerente, fazendo assim que o animal ndo apresente deficiéncia no
crescimento muscular e assim o fendtipo a ser mensurado possua maior pontuagdo na escala de
escore corporal. Segundo Hope et al. (2013) animais que apresentavam o gene MSTN,
obtiveram aumento significativo nos pesos proporcionais dos musculos do lombo e do quarto

traseiro, exatamente nos locais aonde € realizada a mensuracao do ECC.
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Figura 2. Grafico Manhattan dos resultados da associacdo gendmica para caracteristica de
escore da condicao corporal em ovinos de corte.

Referente a caracteristica da presenca de ovos de parasita do género Strongylus foram
encontrados dois marcadores significativos (OAR12_17005059.1, OAR8 91253490 X.1),
respectivamente nos cromossomos 8 e 12 (Figura 3). Sendo que no cromossomo 8 de ovinos
entre as posicdes 62,5 a 87,4 Mbp foi detectado um QTL referente a contagem de ovos de
parasita nas fezes (OPG) descrito por Silva et al. (2012) que pode ser indicio que o marcador
encontrado possa ser utilizado no futuro em programas de melhoramento genético na selecéo

assistida por marcadores. No cromossomo 12, entre as posi¢oes 63,5 a 71,5 Mpb, foi relatado
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por Beh et al. (2002) um QTL para caracteristica de contagem de ovos por grama de fezes de
Trichostrongylus colubriformis.

Utilizando a caracteristica contagem de ovos do género Strongylus, Riggio et al. (2013)
encontraram associacao gendmica com marcadores nos cromossomos 3, 6 € 21, no cromossomo
6 existe o gene Fosfoproteina Segregadal (SPP1), que é conhecido por estar envolvido na
resposta imune, a qual regula positivamente a atuagdo do interferon gama (IFN-g) (LI et al.,
2011). Regides do cromossomo 6 foram relatados por Beh et al. (2002) e Beraldi et al. (2007),
para a caracteristica de contagem de ovos do género Strongylus. Além disso, esses autores
identificaram regi®es nos cromossomos 1 e 12, embora ndo significativo. No entanto, foi
relatado que o cromossomo 12 possui marcadores significativos para a contagem de ovos
Strongylus por Sallé et al. (2012). Davies et al. (2006) em ovelhas Blackface encontraram QTL
para contagem de ovos de parasitas nas fezes dos géneros Nematodirus e Strongylus no

cromossomo 3.
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Figura 3. Grafico Manhattan dos resultados da associacdo genémica para presenca de ovos do
parasita do género Strongylus em ovinos de corte.

No que se refere a caracteristica de LogOPG verificou-se dois marcadores significativos
(s26633.1 e OAR2_148350187.1), posicionados no cromossomo 6 e 2 respectivamente (Figura
4). A identificacdo de associagdes significativas de marcadores SNP para a caracteristica de
OPG no cromossomo 8 foram descritas em pesquisas com ovinos (CRAWFORD et al., 2006;
MARSHALL et al., 2009; RIGGIO et al., 2013). Mais recentemente, pesquisas com GWAS
usando painéis SNP de alta densidade se tornaram mais comuns, porém, poucos empregaram a
técnica em ovinos (KEMPER et al, 2011, SALLE et al, 2012). Riggio et al. (2013) encontraram
SNP significativo para caracteristica OPG de Nematoide em cordeiros de 20 semanas de idade
no cromossomo 2, o qual foi identificado pela abordagem GWAS e perto da regido do QTL

relatado por Davies et al. (2006) para a mesma caracteristica em populacéo de ovinos Scottish
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blackface. Eles ainda identificaram trés SNPs significativos associados a resisténcia a
endoparasitas, em ovinos Scottish Blackface nos cromossomos 14 e 6, por meio de GWAS.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 171 T
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Figura 4. Grafico Manhattan dos resultados da associagdo gendmica para caracteristica de
LogOPG em ovinos de corte.

Representativamente para todas as caracteristicas analisadas é apresentado o grafico
quantil-quantil (Figura 5), usado para verificar o ajuste do modelo (SETTLES et al., 2009;
ZANELLA et al., 2011). Este grafico plota os valores de p esperado contra os valores de p
observado. Os valores devem perfazer uma linha de 45 graus. O desvio da linha observada no
final do gréfico € representacdo dos SNPs associados com fendtipo a ser testado. Dessa forma,
os valores de p observados para cada SNP foram plotados em ordem crescente, —logio(p-valor),
contra os valores de p esperados, amostrados de uma distribuicdo normal (PEARSON;
MANOLIO, 2008).

Pelo. Ovos Strongyilus

Observado (-logP)
Observado (-logP)

Esperado (-logP) Esperado (-logP)

ECC
LogOPG

Observado (-logP)
Observado (-logP)

Esperado (-logP) Esperado (-logP)

Figura 5. Gréfico quantil-quantil da distribuicdo dos valores observados para 0 estudo de
associacdo gendmica da caracteristica presenca de pelo arrepiado, presenca de ovos do parasita
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do género Strongylus, escore da condi¢do corporal e LogOPG comparado com a distribuicdo
normal.
No gréfico quantil-quantil, para as caracteristicas (Figuras 5), estdo representados 0s —

logio (p-valor) observados e esperados para os 44.548 SNPs para as caracteristicas que
obtiveram SNP significativos. Nos niveis mais baixos de significancia (P>0,001), os valores
observados foram praticamente iguais aos esperados, portanto, seguiram a distribuicdo da
hipGtese nula, de que ndo ha associacdo entre estes SNPs e as caracteristicas estudadas,
destacando a parte final do grafico que demostra os pontos que representa 0os marcadores
significativos para cada caracteristica.

Na regido do cromossomo 21 foi realizado um estudo de verificacdo de desequilibrio de
ligacdo através do programa Haploview 4.2, aonde foi pesquisada uma janela de 1Mb em torno
do marcador significativo, assim com as informagbes do marcador encontrado
(OAR21 52583090.1) para caracteristica de pelo arrepiado foi verificado que ndo existe
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores posicionados ao redor do referido marcador
(Figura 6). Quando se encontra presenca de alto valor de desequilibrio de ligacdo entre dois
SNP aumenta a chance de estudos mais aprofundados desta regiao.
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Figura 6. Desequilibrio de ligacdo (r?) entre o SNP significativo (OAR21_52583090.1) no
cromossomo 21 para a caracteristica de presenca de pelo arrepiado e 0os marcadores ao seu
redor.

Analisando a Figura 7 foi observado que o marcador significativo encontrado para
presenca de ovos do género Strongylus no cromossomo 12 (OAR12_17005059.1) possui baixo
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores ao seu redor, porém foi encontrado numa regido

préxima ao marcador significativo um grupo de marcadores com alto desequilibrio (r2=0,89),
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353  entretanto, esses marcadores analisados ndo se encontram em regides de QTL. O gene descrito
354 mais proximo desse marcador encontra-se na posi¢cdo 25109105pb e estd relacionado a

355  expressdo da calpaina (CAPNZ2).
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358  Figura 7. Desequilibrio de ligacdo (r2) entre o SNP significativo (OAR12_17005059.1) no
359 cromossomo 12 para a caracteristica de presenca de ovos do género Strongylus nas fezes de
360  0vino e os marcadores ao Seu redor.

361

362 O comportamento de r?2 no cromossomo 8 aonde o marcador significativo
363 (OAR8 91253490 X.1) possui baixo desequilibrio de ligacdo entre os marcadores ao redor
364 também foi verificado (Figura 8). E foi observado que o marcador significativo e os marcadores
365  proximos a sua localizacdo ndo estdo em desequilibrio, o que pode ser indicativo de que

366  segregam independentemente.
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370  ovino e 0s marcadores ao seu redor.
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Para a caracteristica de escore da condicdo corporal dos ovinos a qual foi encontrado
um marcador significativo (s23985.1) no cromossomo 2 (Figura 9), foi realizada anélise de
desequilibrio de ligagdo entre os marcadores ao redor do marcador s23985.1. Observou-se que
0 mesmo possui moderado desequilibrio de ligagdo entre os marcadores s524436.1 (r2=0,33) e
marcador OAR2_3300171.1 (r2=0,35), isso pode sugerir que esses marcadores possuem alelos
gue ndo segregam independentemente, ou seja, genes em que os alelos sdo associados

aleatoriamente.
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Figura 9. Desequilibrio de ligacdo (r?) entre o SNP significativo (s23985.1) no cromossomo 02
para a caracteristica escore da condicdo corporal ovino e 0s marcadores ao seu redor.

Para a caracteristica de LogOPG dos ovinos foi encontrado um marcador significativo
(s266331.1) no cromossomo 6 (Figura 10) e outro marcador significativo
(OAR2_148350187.1) no cromossomo 2 (Figura 11), foram analisados o desequilibrio de
ligagdo entre o marcador significativo e os marcadores proximos observa-se que uma regido
préxima encontra-se marcadores com alto desequilibrio de ligac&o entre si (r2=0,64) e (r=0,71),

isso pode sugerir que esses marcadores possuem alelos que ndo segregam independentemente.
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Figura 10. Desequilibrio de ligag&o (r?) entre o SNP significativo (s26633.1) no cromossomo
6 para a caracteristica LogOPG ovino e os marcadores ao seu redor.
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Figura 11. Desequilibrio de ligacdo (r?) entre o SNP significativo (OAR2_148350187.1) no
cromossomo 2 para a caracteristica LogOPG ovino e os marcadores ao seu redor.
Estudos de varredura do genoma deve ser realizado para que possa encontrar genes

préximos aos marcadores significativos e aprofundado estudo de desequilibrio de ligagéo entre
esses marcadores sejam relacionados a uma expressdo genica da caracteristica.

Os resultados obtidos neste estudo de associagdo genética pode ser um indicativo de
novos QTLs para caracteristicas relacionadas a resisténcia a endoparasitas em ovinos de corte,
uma vez que nas pesquisas de banco de dados genético disponivel ndo foi encontrado genes
reportados a nenhuma resposta fisioldgica proximos aos marcadores SNP significativos nos

cromossomos citados.



406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416

417
418

419
420

421
422
423

424
425
426

427
428
429

430
431
432
433

434
435
436

437
438
439
440

441
442

51

4. Conclusdes

Foram encontrados marcadores tipo SNP significativos que possuem associagao
gendmica com as caracteristicas de escore da condi¢do corporal no cromossomo 2, presenca de
pelo arrepiado no cromossomo 21, presenca de ovos do género Strongylus nos cromossomos 8
e 12 e LogOPG nos cromossomos 2 e 6 em ovinos de corte. Os marcadores encontrados podem
estar relacionados a novos QTL para as caracteristicas avaliadas.
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CAPITULO I

Selecdo gendbmica ampla em ovinos de corte para caracteristicas associadas a
resisténcia a endoparasitas
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Sele¢do gendbmica ampla em ovinos de corte para caracteristicas associadas a resisténcia
a endoparasitas
Resumo: O objetivo com esta pesquisa foi predizer os valores genéticos gendémicos para
caracteristicas associadas a resisténcia a endoparasitas por diferentes métodos bayesianos de
predicdo gendmica ampla em ovinos de corte. Foram utilizados fenotipos de presenca de pelo
arrepiado e presenga de ovos Strongylus nas fezes, Log do OPG, coloragdo da mucosa
(FAMACHA), e do escore da condicdo corporal (ECC) de 271 ovinos com registro na
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos. Os animais foram genotipados com SNPChip
Ovine de 50k. Nas analises de sele¢do gendmica foram utilizados 44.548 marcadores tipo SNPs.
Primeiramente cinco modelos para estimacdo dos efeitos dos marcadores foram testados:
Bayesin Ride Regression (BRR), Bayes A, Bayes B, Bayes C e Bayesian least absolut shrinkage
and selection operator (IBLASSO). Apds realizada a validacdo cruzada, o modelo BRR foi
escolhido como o melhor devido a acuracia de predicdo e pelo fato de possuir menor nimero
de parametros a serem analisados. As correlagdes entre GEBV predito e observado foram
calculadas e utilizadas como indicadores de acurécia de predicdo dos modelos. Os modelos
gendmicos bayesianos obtiveram acréscimo na acuracia de predicdo quando comparados ao
modelo tradicional utilizando a matriz de parentesco. Os valores genéticos genémico dos
animais foram calculados através do modelo BRR, além da estimacdo dos componentes de
variancia e herdabilidade. Os valores de herdabilidade encontrados para as caracteristicas
associadas a resisténcia a endoparasitas foram 0,556, 0,242, 0,254 e 0,244 para presenca de
ovos do genero Strongylus, LogOPG, FAMACHA e ECC respectivamente. A correlacdo entre
os valores genético encontrados sugere que as caracteristicas estudadas podem ser utilizadas

em programas de melhoramento genético para resisténcia a endoparasitas.

Palavras-chave: acuracia, modelos bayesianos, herdabilidade, valor genético gendmico.

Abstratc: The aim of this study was to assess the quality of genomic predictions for traits
related to resistance to gastrointestinal parasites in meat sheep. Phenotypes of presence of
bristled hair, presence of Strongylus eggs in the feces, Log- OPG, conjunctiva mucous colour
(FAMACHA) and the body condition score (BCS) of 271 sheep registered by the Brazilian
Association of Sheep Breeders were used. The animals were genotyped with the panel SNP
Chip Ovine of 50k. In genomic selection analyzes 54,241 markers SNPs type were used. Firstly
five models to estimate the effects of markers were tested: Bayesian Ride Regression (BRR),

Bayes A, Bayes B, Bayes C and Bayesian least absolut shrinkage and selection operator
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(IBLASSO). After the cross-validation was carried out, BRR model was chosen as the best
because of its accuracy of prediction and because it had fewer parameters to be analyzed. The
correlations between predicted and observed GEBV were calculated and used as indicators of
prediction accuracy of the models. Bayesian genomic models have increased the prediction
accuracy when compared to the traditional model using the relationship matrix. Genomic
breeding values of the animals were calculated by the BRR model, in addition to the estimation
of variance components and heritability. The heritability values we found for the traits
associated with resistance to endoparasites were 0.556, 0.242, 0.254 and 0.244 for presence of
eggs of the genus Strongylus, Log-OPG, FAMACHA and BCS respectively. The correlation
between found breeding values suggests that the traits studied can be used in breeding programs

for resistance to endoparasites.

Kew Words: accuracy, bayesian models, genomic breeding value, heritability.

1 Introducéo

As verminoses gastrintestinais tém impactado na ovinocultura, pois além do alto custo de
tratamento com anti-helmintico, o desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica em
populacdes de nematoides tornou-se rapidamente um problema internacional (BESIER e
LOVE, 2003; BARTLEY et al., 2004). Este fato tem estimulado a busca por novas medidas de
controle, como a selecdo de animais com resisténcia a endoparasitas (KEMPER et al., 2010).

Tradicionalmente, no melhoramento genético animal para caracteristicas complexas, a
selecdo era praticada somente com base nas informac@es de pedigree e fenotipicas dos animais.
De acordo com Dekkers (2007) e Meuwissen (2007), a selecdo gendmica comparada a
tradicional, fornece predi¢Ges dos valores genéticos com maior acuracia, principalmente, para
as caracteristicas que se expressam em um Unico sexo e/ou que sejam de baixa herdabilidade.
Além disso, com a selecdo gendmica € possivel antecipar o processo de selecdo, no caso de
caracteristicas mensuradas tardiamente na vida do animal ou de mensuragdo dificil e de alto
custo.

Com a adogdo da selecdo genébmica ampla, informacBes de marcadores moleculares
contidos no genoma dos animais foram acrescentados em consonancia com a utilizagéo de uma
metodologia estatistica aprimorada e as informagdes dos fenotipos (MEUWISSEN et al., 2001).
Os marcadores moleculares do tipo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) podem

fornecer informacdes que permita o desenvolvimento de catilogos densos de varia¢do dentro
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de uma espécie, juntamente com a tecnologia, técnicas estatisticas e 0s avangos da
bioinformatica, levou a implementacdo de estudos de selecdo gendmica ampla.

Para avaliacdo dos dados gendmicos, muitos métodos vém sendo propostos, com o intuito
de estimar os efeitos dos marcadores, como exemplo os métodos Bayesianos. Os metodos
Bayesianos estdo sendo explorados na selecdo gendmica ampla devido as incertezas acerca dos
efeitos dos SNPs que podem ser modeladas por distintas distribuigdes a priori.

A selecdo gendmica ampla tem como principais objetivos a alta eficiéncia seletiva e a
grande rapidez na obtencdo de ganhos genéticos, pois a predicao e selecdo podem ser realizadas
em fases muito juvenis dos animais, antes mesmo que os animais manifestem a caracteristica
(RESENDE et al., 2008). Varias abordagens analiticas foram propostas para a predi¢do baseada
no genoma de valores genéticos, e estes diferem no que diz respeito as hipoteses acerca dos
efeitos dos marcadoras (DE LOS CAMPOS et al., 2009; HABIER et al., 2011; MEUWISSEN
etal., 2001). Por exemplo, pelo método “ride regression” ou regressao de cumeeira assume que
todos os efeitos de marcadores sdo normalmente distribuidos e que estes efeitos dos marcadores
tém variancia idéntica. Ja 0 método Bayes A, os marcadores assumem variancias diferentes e
sdo modelados como se segue uma distribuicdo x? inversa. A priori em Bayes B assume que 0s
marcadores possuem variancia igual a zero com probabilidade =, e o complemento com
probabilidade (1 - ) segue uma distribuicdo y? inversa (MEUWISSEN et al., 2001).

A definicdo da probabilidade m depende da arquitetura genética da caracteristica,
sugerindo uma melhoria para 0 modelo de Bayes B, conhecido como Bayes Cr. Em Bayes Crm,
a probabilidade de mistura de = tem uma distribuicéo a priori uniforme (HABIER et al., 2011).
Uma desvantagem dos métodos Bayesianos é a necessidade para a definicdo da priori. A
exigéncia de uma priori para o parametro 7 € iludida no método Bayesian LASSO, que precisa
de menos informagdo (DE LOS CAMPOS et al., 2009; LEGARRA et al., 2010). Métodos de
previsdo gendmica de valores genéticos podem desempenhar de forma diferente para os
diferentes fenotipos (MEUWISSEN et al., 2001; USAI et al., 2009; HABIER et al., 2011). E
os resultados podem divergir devido as diferengas na arquitetura genética entre caracteristicas
(HAYES et al., 2009). Portanto, é valioso comparar o desempenho entre os métodos com dados
reais e identificar aqueles que fornecem previsées mais precisas.

A acuracia na estimacao dos valores gendmicos é influenciada por diversos fatores, 0s
quais incluem a herdabilidade da caracteristica, o tamanho da populacdo de referéncia, o
método utilizado na estimacdo dos efeitos alélicos dos marcadores, desequilibrio de ligacdo
entre marcadores e as caracteristicas quantitativas (QTL) e a distribui¢do dos efeitos dos QTL
(BASTIAANSEN et al. 2012).



102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

59

O objetivo com esta pesquisa foi predizer os valores genéticos genémicos para
caracteristicas associadas a resisténcia a endoparasitas por diferentes métodos bayesianos de
predicdo gendmica ampla e aplicar o melhor modelo para determinacéo dos valores genéticos

gendémicos em ovinos de corte.

2 Material e Métodos

A pesquisa foi realizada com informacdes de 271 fémeas de ovinos da raca Santa Inés,
pertencentes a criatorios localizados no Piaui e Maranhdo registrados junto a Associacao
Brasileira dos Criadores de Ovinos (ARCO). Os dados foram coletados no periodo de dezembro
de 2013 & maio de 2014 em animais com idade superior a 0ito meses.

Foram registradas informacdes e caracteristicas referentes a resisténcia dos animais ao
endoparasitismo (ovos por grama de fezes — OPG; presenca de ovos do género Strongylus;
coloragdo da mucosa conjuntiva — FAMACHA, escore da condigéo corporal — ECC).

As amostras de OPG foram coletadas diretamente da ampola retal. Para quantificar o
namero de ovos por grama de fezes, foi utilizada solucéo saturada de cloreto de sodio (NaCl) e
leitura ao microscopio em camara McMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939). A coloracao da
conjuntiva ocular dos animais é definida utilizando-se um cartdo de cores ilustrativo no
momento da avaliagdo. No cartdo estdo presentes cinco categorias, variando de 1 (coloracéo
vermelho robusto) até 5 (coloracdo palida, branco). O escore da condicdo corporal foi
mensurado por meio de avaliacdo visual e palpacdo com os dedos na regido lombar, localizando
as apofises espinhosa e transversa segundo metodologia descrita por OSORIO e OSORIO
(2003). O processo embasou-se na deteccdo de deposicdo de gordura e musculo, tomando-se
por base notas de um a cinco, em que a condi¢éo corporal cinco indica deposicado excessiva de
gordura no animal.

Como efeitos fixos no modelo foi considerado o grupo contemporaneo com informagéo
de més e ano de coleta, propriedade, més e ano de nascimento, além de efeito de sexo do animal,
tipo de nascimento (TN) e a idade do animal assumida como co-variavel com efeito linear.

A caracteristica que se refere a presencga ou auséncia da ocorréncia de um fen6tipo como
ovos do género Strongylus, por ser uma caracteristica binaria, sendo atribuindo o valor 1
(sucesso) ou valor 0 (fracasso) para 0s animais que possuiam ou ndo, foram transformadas em
probabilidade de ocorréncia, dividindo-se o valor exponencial pelo valor exponencial mais um,
dado que assim assumiu a distribuicdo normal da mesma. A caracteristica ovos por grama de
fezes (OPG) foi analisada através do valor do logaritmo da contagem dos ovos somado do valor

um, em escala transformada em log,,(OPG + 1).
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A genotipagem foi realizada utilizando o chip de alta densidade BeadChip OvineSNP50k
contendo 54.241 SNPs uniformemente espacados nos cromossomos. O chip de SNPs foi
fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da Illumina™, usando a plataforma iScan. O
protocolo de genotipagem foi seguido de acordo com que foi estabelecido pelo fabricante
(disponivel em www.illumina.com).

O controle de qualidade dos genotipos foi realizado através do pacote HapEstXXR do
programa estatistico R de modo que considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossdmicos e com “Genecall Score” maior que 0,70, Minor Allele Frequency - MAF < 0,05,
além de Call Rate < 0,95 e Equilibrio de Hardy-Weinberg - HWE < 10~

Os dados foram analisados utilizando o pacote Bayesian Generalized Regression-BGLR,
disponivel no ambiente estatistico R. Foram utilizadas 200.000 iteracbes Monte Carlo via
Cadeias de Markov -MCMC, com periodo de burn-in de 30.000 amostras e os resultados foram
armazenados a cada 5 ciclos.

Uma vez obtidos os fendtipos, para cada caracteristica foi considerada uma analise GW'S
por meio de cada uma das metodologias propostas. Todas elas consideram o seguinte modelo

sugerido por Meuwissen et al. (2001):
y=1lp+3xg; +e, [1]

em que: y € o vetor de fenotipos, 1 € o vetor de mesma dimensdo de y com todas as entradas
iguais a 1, u ¢ a média da caracteristica estudada, g; ¢ o efeito aleatério do marcador SNP

(i=1,2,...,p), xi ¢ matriz de incidéncia de cada marcador i, e e € o vetor de residuos do modelo.

Método RR-BLUP sob os enfoques bayesianos (BRR)

Nesta abordagem, o modelo [1], o qual ¢ representado matricialmente em [2], admite a
pressuposicao de que os efeitos de marcadores sdo considerados aleatorios, com distribuigao
normal e varidncia homogénea. Esta varidncia, bem como a variancia residual, sdo consideradas
desconhecidas e foram estimadas juntamente com os efeitos dos marcadores por meio da
abordagem Bayesiana via algoritmo de Gibbs sample. O seguinte modelo linear misto geral foi

ajustado para estimar os efeitos dos marcadores.

y=Wb+Xg+te, [2]
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em que: y é um vetor de observacdes fenotipicas, b € um vetor de efeitos fixos, g€ o
vetor de efeitos dos marcadores assumidos como aleatorios e e se refere ao vetor de erros
aleatorios. W e X sdo as matrizes de incidéncia para b e g, respectivamente. A matriz de
incidéncia X contém os valores 0, 1 e 2, respectivamente para aa, aA e AA, conforme genotipo
estabelecido para o marcador. Assim, as equacdes de modelo misto para a predigdo de g por

meio do método RR-BLUP equivalem a:

W'w W'X

o | Bl WY
XW XX+ g | [ Xy |

(o /m)

2 A . o . 2 A s . .
em que: o, se refere a variancia genetica da caracteristica, o, a variancia residual e n e
funcdo do numero total de marcadores ponderados por suas frequéncias alélicas, sendo dado

por n=2 Zpi (1-p,), em que, P; é a frequéncia do alelo i.

A partir das solucdes dos efeitos dos marcadores estimados pelos diferentes modelos, os
valores genéticos gendmicos preditos (GEBV) foram calculados utilizando-se a seguinte

férmula;

14

j=1

em que:

X;j € o genotipo marcador do individuo i para o marcador j, e g; é o efeito estimado do
marcador j.

Método Bayes A

Meuwissen et al. (2001) apresentam também uma metodologia para estimar por
abordagem Bayesiana os parametros do modelo [1] estendido, no qual diferentes componentes
de variancia o

gL

2
modelo para oy

sdo atribuidos para cada marcador considerado na analise. Considerou-se, um

; com o intuito de realizar inferéncias a respeito destes parametros.

As distribuigdes utilizadas na construcao da densidade a posteriori conjunta resultam em
condicionais completas a posteriori com forma conhecida, o que possibilita a utilizacdo de
amostrador de Gibbs (GEMAN e GEMAN, 1984) para gerar amostras da densidade conjunta a
posteriori (e por consequéncia, das marginais a posteriori de interesse). Ao final do processo
MCMC, obtém as estimativas dos efeitos de cada marcador e, consequentemente, as estimativas

dos valores gendmicos de cada animal.
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Método Bayes B

Adicionalmente aos modelos ja apresentados, Meuwissen et al. (2001) desenvolveram
uma abordagem Bayesiana alternativa. Os autores reconheceram como um problema no método
Bayes A, o fato de que a distribuig¢@o das variancias dos efeitos de marcadores ndo apresentavam
um ponto de densidade no valor 0. O método Bayes B utiliza densidade a priori com ponto de

densidade em g; =0. Considera-se que g; =0 com probabilidade 7, enquanto og; ~ inv— x*(v,

S) com probabilidade 1 — 7.

Método Bayes C

O método Bayes Cm possui vantagem aos demais pois permite especificar uma
distribuicdo a priori para m, permitindo a modelagem da distribui¢do dupla exponencial.
Metodologia proposta por Habier et al. (2011), em que os efeitos dos SNPs tém variancia
comum, seguindo distribui¢do chi-quadrado invertida escalonada a priori, com v, graus de
liberdade e um parametro de escala agz. Sendo assim, o efeito de um SNP utilizado com
probabilidade (1-m) ¢ uma mistura de distribuicdes t de Student ¢ (0, vy, agz). Assume-se que o
parametro © tem uma distribuicao uniforme (0,1) a priori.

Método LASSO Bayesiano

A versao Bayesiana da regressao LASSO (PARK e CASELLA, 2008) para selecao
gendmica foi idealizada por De Los Campos et al. (2009). De forma geral, esta consiste na
obtencdo de estimadores de coeficientes de regressdo do modelo [1] que resolvam o seguinte
problema de otimizagao: min{[y —(1p + Xix. g)]'ly -(Ap + Xix. g)] + 2018l }, em que
Zfl gi| é a soma dos valores absolutos dos coeficientes de regressdo e A ¢ o parimetro que

controla a forca da regularizagdo, de forma que quando A =0 nao ha regularizacao.

Validacio e comparacio dos métodos

Foi aplicada a metodologia de validacao cruzada para avaliar a performance preditiva dos
modelos. Para tanto, foi realizada a andlise de componentes principais para a matriz de
gendtipos a fim de identificar subpopulagdes que sejam mais distantes geneticamente. Dessa
forma, cada uma das subpopulagdes constitui um grupo de individuos utilizado na analise de
validacao cruzada. Esta ¢ a forma de ser mais rigoroso em termos de avaliacao da habilidade
preditiva, pois estes grupos formados pelo agrupamento dos 2 primeiros componentes

principais sdo distantes geneticamente. Desta forma, o conjunto original de dados genotipicos
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contendo 271 animais foi dividido em trés subgrupos (G1, G2 e G3) contendo 151, 67 e 53

animais (Figura 1).
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Figura 1. Subdivisao da populacao original em trés grupos (G1, G2 e G3) utilizados na andlise
de validagdo cruzada para avaliar a performance preditiva dos modelos.

Foram realizadas trés analises para cada modelo considerado, de forma que em cada uma
delas um subgrupo era removido e os dados do mesmo utilizados para a validacdo. Assim, a
performance preditiva foi realizada por meio da correlagdo entre os valores fenotipicos
corrigidos e os valores genéticos gendmicos preditos. Como foram empregados trés subgrupos
de validagdo, obteve-se ao final trés valores de correlagdes para cada modelo avaliado. As
médias destes valores foram utilizadas como critério para indicar o melhor modelo em termos
preditivos, ou seja, aquele com maior habilidade de predizer o mérito genético dos individuos
utilizando apenas informagdes genomicas (LEGARRA et al., 2008; VERBYALA et al., 2010;
RESENDE et al., 2010).
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3 Resultado e Discussao

As acurdcias preditivas, estimadas com os diferentes modelos, ndo diferiram
significativamente, os valores estdo dentro do intervalo do desvio padrdo dos modelos em todas
caracteristicas (Tabela 1). Segundo De Los Campos et al. (2013), nos estudos com dados reais
as diferencas entre os modelos ndo tém sido sempre relevantes. 1sso pode ser atribuido ao fato
de haver grande nimero de parametros (P) a serem estimados a partir de um pequeno nimero
(n) de amostras (P > n). Consequentemente, nessa situacédo, ndo se dispde de nimero suficiente
de informagdes para que o “aprendizado bayesiano” ocorra de modo pleno (GIANOLA, 2013),
tornando minima a influéncia da distribuicdo a priori. Sendo assim, resultados similares entre
as metodologias séo esperados.

Porem deve ser ressaltado o ganho de acuracia que obteve-se com os métodos bayesianos,
pois a superioridade do método ao tradicional, qual utiliza a matriz de parentesco é
absurdamente maior, assim deve-se ter uma atencdo especial no método estudado. Ganhos
superiores a 60% para as caracteristicas de presenca de ovos de Strongylus, além de ganhos
acima de 100% nas acuracias das carateristicas relacionas a Famacha, LogOPG e ECC fazem
com que o método bayesiano seja o preferido a ser utilizado nas predicGes de valores
gendmicos.

Observou-se que para a caracteristica quantitativa cujos genes possuem efeitos com
distribuicdo uniforme a metodologia BRR, no geral, apresentou valores de acuréacia semelhantes
aos demais meétodos testados e quando comparada com a analise tradicional baseada na matriz
de parentesco o ganho da sua capacidade preditiva ndo diferiu dos demais modelos de enfoque
bayesiano, ou seja, 0 ganho de acuracia foi semelhante em todos modelos (Tabela 1). A atencéo
maior para os modelos genémicos é que houve uma melhora na acurcia significativa em todas
caracteristicas estudadas em relacdo a maneira tradicional utilizando a matriz de parentesco
(Tabela 1). MEUWISSEN et al. (2001), USAI et al. (2009) e CROSSA et al. (2010) apontam
que os métodos bayesianos possuem superioridade em relacdo ao método BLUP, entretanto,
uma distribuicdo de efeitos aleatdrios mais complicada, como a utilizada em métodos
bayesianos, s € Util quando os marcadores estdo fortemente associados com 0 QTL (ZHONG
etal., 2009; HABIER et al., 2010).

Zhong et al. (2009) afirmaram que a acurécia relativa dos métodos depende da magnitude
dos efeitos dos marcadores, quando os marcadores estdo em alto desequilibrio com um pequeno
namero de QTL, os métodos bayesianos sdo mais acurados, enquanto o método RR-
BLUP/BRR é mais acurado quando muitas marcas possuem efeitos pequenos.
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Tabela 1. Valores de acurécia (R), desvio padrdo da acuracia (SD) e ganho em acuracia (GR) proporcionado pela capacidade preditiva dos
diferentes métodos testados em comparacdo com o modelo tradicional

Bayes A Bayes B Bayes C BLASSO BRR Pa:\élr?:erlsige( A)
R+SD GR(%) R+SD GR(%) R+SD GR(%) R+SD GR(%) R+SD  GR(%) R+SD
Ovos Strongylus 0,18+0,08 67,5 0,17+0,08 63,0 0,18+0,08 67,6 0,18+0,77 73,0 |0,17+0,63 62,5 0,10+0,17
LogOPG 0,02+0,05 189,7 0,02+0,05 193,5 0,01+0,05 157,8 0,01+0,05 156,0 |0,02+0,04 201,9 -0,02+0,07
FAMACHA 0,01+0,03 117,5 0,02+0,03 175,7 0,01+0,04 130,7 0,02+0,04 171,2 |0,01+0,04 1316 -0,03+0,07
ECC 0,14+0,09 16190,1 | 0,14+0,09 172756 | 0,14+0,08 16883,7 | 0,16+0,06 18729,8 |0,14+0,09 16405,7 -0,01+0,07

R: Acurécia do modelo testado; GR: Acréscimo da acurdcia do modelo testado em relacdo ao modelo tradicional, utilizando a matriz de parentesco A
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A superioridade do modelo BRR sobre os outros modelos bayesianos de selecdo de
variaveis foi relatada por alguns autores (HAYES et al., 2009; LUAN et al., 2009; LEGARRA
et al., 2011). Segundo REZENDE et al. (2012), maiores acuracias de predicdo sdo esperadas
nos modelos que se utilizam de selecdo de variaveis, isso aconteceria pelo fato desses modelos
diminuirem o problema de analisar maior nimero de marcadores que o numero de animais
genotipados, o que pode acarretar na super ou subestimacao dos efeitos dos SNPs por problemas
de multicolinearidade. As metodologias Bayesianas de selecdo de marcadores, como é o caso
da BAYES C, oferecem uma suposicdo mais realista quanto a composicdo genética da
caracteristica (VANRADEN et al.,2009; LEGARRA et al., 2011), entretanto o presente estudo
ndo obteve diferencas nas acuracias entre modelos, sugerindo que 0 modelo BRR por possuir
menor nimero de parametros a serem analisado foi o escolhido.

Uma vez identificado o método mais adequado, neste caso 0 BRR utilizou-se o conjunto
de dados completo para a estimagdo de componentes de variancia e herdabilidade (Tabela 2) e
predizer os valores gendmicos dos animais.

As estimativas dos coeficientes de herdabilidade da resisténcia dos ovinos a endoparasitas
sdo de moderadas a alta magnitudes (0,24 a 0,56) e com valores similares, em magnitude, aos
da herdabilidade de caracteres de producéo, sugerindo que se pode obter ganhos satisfatorios
quando realizando selecdo para determinada caracteristica.

Através da metodologia tradicional as estimativas de herdabilidade da caracteristica que
envolve mensuracdo de OPG variaram de 0,14 a 0,44 (SAYERS et al., 2005). Esses valores de
estimativas de herdabilidade permitem de baixo a moderado progresso genético, ou seja,
possuem potencial para a selecdo de animais resistentes a endoparasitas. Utilizando as
informagdes gendmicas a estimativa de herdabilidade obtida para caracteristica de LogOPG foi
de 0,24, valor menor que a observada por Van Wyk e Bath, (2002) que estimaram a
herdabilidade por metodologia REML e encontraram valor de 055, e por Santos (2014) que
encontrou valores de 0,36 a 0,75 testando diferentes modelos de predicéo utilizando a inferéncia
bayesiana. Bishop e Morris (2007) encontraram estimativas de herdabilidade variando de 0,2 a
0,4 para caracteristica de LogOPG utilizando o método méaximo verossimilhanca.

Referente a caracteristica ovos de Strongylus, Bishop et al. (2004) encontraram valores
de herdabilidade proximos a 0,5, resultado esse equivalente ao encontrado no presente estudo,
sendo uma estimativa de alta magnitude, que pode ser fielmente utilizada em programas de

selecdo de animais direcionados a resisténcia a endoparasitas.



311
312
313
314
315
316
317
318

319
320
321
322

323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338

67

A estimativa de herdabilidade para a caracteristica de FAMACHA utilizando informagdes
gendmicas foi o0 dobro que encontrada por Santos (2014) que obteve o valor de 0,12 para essa
caracteristica utilizando inferéncia bayesiana na estimacao. Entretanto corrobora com Riley e
Wyk (2009) que utilizando metodologia REML obteve valores no intervalo de 0,06 a 0,24.

Para a caracteristica de ECC foi estimado pelo modelo valor de herdabilidade de 0,24
(Tabela 2), valor esse maior que encontrado por Freitas et al. (2015) que observaram valor de
0,13 para essa caracteristica em estudo com animais Santa Inés utilizando a abordagem

Bayesiana para estimacao da herdabilidade.

Tabela 2. Estimativas dos componentes de variancia, ambiental (62 ) e adtiva (o2 ) e
herdabilidade (h?) obtidas via método BRR para as caracteristicas relacionadas a resisténcia a
endoparasitas em ovinos de corte

o2 o2 h?
Ovos Strongylus 0,01+0,002 0,014+0,004 0,56+0,59
LogOPG 2,351+0,276 0,749+0,249 0,24+0,47
FAMACHA 0,180+0,022 0,061+0,020 0,25+0,48
ECC 0,292+0,033 0,094+0,027 0,24+0,45

Analisando a correlacdo entre os valores genéticos genémicos preditos para as
caracteristicas estudadas, foi encontrado correlacdo de -0,334 entre o escore da condicdo
corporal (ECC) e a coloragdo ocular mensurada pelo FAMACHA, isso é indicativo que existe
a probabilidade de alguns genes que influenciam as duas caracteristicas, quando seleciona-se
animais para uma dessas caracteristicas também estard selecionando animais para a outra
caracteristica, isso deve-se a caracteristica de FAMACHA estar mensurada em escala
decrescente, sendo que quanto menor o nimero da escala, seleciona-se o melhor, e 0 ECC estar
em escala crescente, ou seja, quanto maior o numero do ECC, melhor seré o animal (Tabela 3).
Situacdo parecida ocorre entre as caracteristicas ECC e LogOPG que obteve correlagdo entre
os valores genéticos genémicos de -0,323, uma vez selecionado animais para melhor valor
genético para a caracteristica ECC também seleciona-se melhores animais para a caracteristica

LogOPG uma vez que sdo caracteristicas inversamente proporcionais (Tabela 3).
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Tabela 3. Correlacdo (acima da diagonal) e probabilidade (abaixo da diagonal) entre os valores
genéticos das caracteristicas relacionadas a resisténcia a endoparasitas obtidas via modelo BRR

ECC FAMACHA Ovos Strongylus LogOPG
ECC 1 -0,334 -0,006 -0,323
FAMACHA <0,0001 1 0,007 0,366
Ovos Strongylus 0,99 0,90 1 0,016
LogOPG <0,0001 <0,0001 0,80 1

Entre as caracteristicas de LogOPG e FAMACHA, observou-se que a correlagdo entre
essas caracteristicas é de magnitude positiva e moderada, podendo ser utilizada em programas
de melhoramento genético para melhora na resisténcia a endoparasitas, isso porque melhorando
para uma caracteristica obtém-se melhora para a caracteristica correlacionada (Tabela 3).

ApOs encontrar os valores genéticos gendmicos dos animais pelo método BRR, foi
realizado ranqueamento dos dez melhores animais para as caracteristicas relacionadas a
resisténcia a endoparasitas (Tabela 4), houve coincidéncias de quatro animais estrarem entre 0s
dez melhores valores genético preditos para FAMACHA e ECC, além de dois animais dos dez
melhores estarem no ranqueamento dos valores genéticos para a caracteristica de LogOPG,
sugerindo que esses animais possam ser utilizados como reprodutores da préxima geracao, caso

se deseja melhorar as caracteristicas do rebanho para a resisténcia a endoparasitas.

Tabela 4. Ranqueamento dos 10 animais com melhores valores genéticos para as caracteristicas
relacionadas a resisténcia a endoparasitas

LogOPG Ovos Strongylus FAMACHA ECC
152 229 44 44
13 264 76 129
147 74 39 65
44 269 271 158
40 176 134 271
228 210 19 105
230 63 239 203
153 267 203 39
27 107 33 186
76 255 65 249

4 Conclus6es
O ganho em acurécia com os metodos Bayesianos para predicdo dos valores genéticos
gendmicos proporcionaram predicdo mais confiavel que o método tradicional de predicao dos
valores genéticos utilizando a matriz de parentesco.
O método RR-BLUP sob os enfoques bayesianos (BRR) foi a mais adequada para

estimacdo dos efeitos dos SNPs e dos valores genéticos gendmicos para as caracteristicas
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relacionadas a resisténcia a endoparasitas por ser um método que dispde de menor nimero de

parametros a serem estimados.
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4 Consideragdes Finais

As caracteristicas de resisténcia a endoparasitas em ovinos possuem associagdes
gendmicas em regides cromossomicas especificas. No entanto maiores estudos ainda precisam
ser realizados, uma vez que o0 numero de animais genotipados foi pequeno e as pesquisas
relacionadas ao tema ainda séo incipientes.

O chip de SNP utilizado foi desenvolvido para animais de origem europeia, porem houve
bom aproveitamento das informacdes, as constituicGes genéticas desses animais podem ter
divergéncia dos animais utilizados na pesquisa, um aprofundamento sob esse enfoque deve ser
realizado e solucionado.

Outras caracteristicas relacionadas a resisténcia a endoparasitas devem ser mensuradas,
como a resposta imunoldgica e hormonais, pois assim pode-se obter resultados mais acurados
na resisténcia a parasitose.

O uso de informacdes genémicas além de trazer uma melhor acurécia no resultado, vem
substituindo informac6es de pedigree, porem deve-se ter a preocupacdo com a coleta dessas
informac@es pois sdo bases para o melhoramento genetico.

Estudos adicionais sdo necessarios para validar estas associa¢fes encontradas neste
estudo, para que sejam introduzidas nos programas de melhoramento genético, visando o
melhor entendimento dos mecanismos biolégicos e da arquitetura genética destas

caracteristicas.



