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SANTOS, Gleyson Vieira. Estudo Gendmico Aplicado Ao Melhoramento Genético De
Ovinos Tropicais Para Resisténcia A Endoparasitas. 2018. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

Objetivou-se predizer valores genéticos genémicos para a caracteristica resisténcia a
verminose em ovinos Santa Inés por meio do método BLUP gen6mico em passo Unico
(ssGBLUP) e comparar com os resultados obtidos com uso do método BLUP tradicional.
Avaliou-se a acuracia de predicdo e a ordenacdo dos animais pelos valores genéticos preditos
por ambos 0s métodos, em modelos animais em analises unicaracteristica e
multicaracteristica. Além disso, realizou-se estudos de associacdo gendmica ampla por meio
da metodologia associacdo gendmica em passo Unico (sSGWAS) para identificar regides
cromossdmicas associadas com a caracteristica resisténcia a verminose. As caracteristicas
consideradas na pesquisa foram resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama
de fezes (OPG) e coloracdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA). Os componentes de
(co)variancia e parametros genéticos foram estimados por modelo animal linear para OPG e
de limiar para FAMACHA e RV, mediante analises Bayesianas uni e multicaracteristica. Os
componentes de variancia genética aditiva e residual apresentaram comportamentos diferentes
quanto a utilizagdo dos modelos em analises unicaracteristica e multicaracteristica, com e sem
informacdo genémica. Com a inclusdo das informacGes gendmicas, as estimativas de
herdabilidade para RV diminuiram, enquanto que para OPG e FAMACHA aumentaram. Para
RV a herdabilidade diminuiu de 0,38, com uso do modelo animal tradicional, para 0,25, com
adicdo da informacgdo gendmica. Para OPG o aumento foi de 0,06, com o modelo animal
tradicional, para 0,10, com uso da informacdo gendmica. Os ganhos em acuracia ao utilizar o
método ssGBLUP foram de 45%, 80% e 99%, respectivamente, para as caracteristicas RV,
OPG e FAMACHA. O ganho médio em acuracia com o uso do método ssGBLUP foi de
57,52%, em relacdo ao BLUP tradicional. Ao considerar todos os animais avaliados, as
correlacdes de classificacdo com base nos valores genéticos e genéticos genémicos foram no
geral baixas, variando de -0,13 a 0,17, o que sugere alteragdo na ordenacdo dos animais
avaliados por ambos os meétodos. Foram verificadas diferentes regides gendmicas em
diferentes cromossomos associados com as caracteristicas em estudo. Verificou-se
associacOes de regides do cromossomo 1 ovino, na qual estdo presentes os genes CD80 e
CD86, cujas fungdes estdo relacionadas com a ativagdo das células T, eosinofilos e
mastocitos. Outro gene que atua como coestimulador das células T é o CD28, descrito no
cromossomo 2, na qual foi verificada associacdo tanto para RV quanto para OPG. No
cromossomo 13, foi verificada associacdo com a caracteristica FAMACHA em uma regido
em que estd descrito o gene GATAS, que pode atuar em mecanismos de defesa quanto a
presenca de corpo estranho ou a ocorréncia de lesdo, prevenindo e atuando na recuperacdo da
infeccdo causada pela presenca de corpo estranho. As regides identificadas neste estudo
poderdo auxiliar no processo de selecdo assistida por marcadores em programas de
melhoramento genético da raga ovina Santa Inés. O método ssGBLUP proporcionou ganho
em acuracia em comparacdo ao metodo BLUP tradicional. Diferentes métodos de predicdo
proporcionam diferentes valores genéticos, consequentemente alteracdo no ranqueamento dos
animais e na selecéo.

Palavras chave: acuracia, arquitetura genética, associagdo gendmica ampla, ovinos de corte,
parametros genéticos, selecdo gendmica ampla.



SANTOS, Gleyson Vieira. Genomic study applied to the genetic improvement of tropical
sheep for resistance to endoparasites. 2018. Thesis (Ph. D. in Animal Science) —
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

The objective of this study was to predict genomic breeding values for resistance to nematode
infection in Santa Inés sheep by means of the single-step genomic BLUP (ssGBLUP) method
and compare with the results obtained using the traditional BLUP method, in order to evaluate
prediction accuracy and the ranking of the animals in study based on their predicted breeding
values obtained by both methodologies, in animal models in single- and three-trait analyses.
In addition, genome-wide association studies were performed using a single-step BLUP
approach (ssGWAS) to identify chromosomal regions associated with resistance to nematode
infection. The traits resistance to nematode infection (RNI), faecal worm egg count (FWEC),
and color of the ocular conjunctiva (FAMACHA). The (co)variance components and genetic
parameters were estimated by linear animal model for FWEC and threshold model for
FAMACHA and RNI, using single- and three-trait Bayesian analyses. The components of
additive and residual genetic variance were different regarding the use of the models in
single- and three-trait analyses, with and without genomic information. Estimates of
heritability (h%) for RNI decreased when genomic information was included, while for FWEC
and FAMACHA h? increased. For RNI h? decreased from 0.38 (using BLUP) to 0.25 (using
GBLUP). On the other hand, for FWEC, h? increased from 0.10 (traditional BLUP) to 0.10
(GBLUP). When ssGBLUP was used, the gains in accuracy were 45%, 80%, and 90% for
RNI, FWEC, and FAMACHA, respectively. When compared to the traditional BLUP, the
average gain in accuracy using ssGBLUP was 57.52%. When considering all animals in
study, rank correlations based on breeding and genomic breeding values were generally low
(from -0.13 to 0.17). This result suggests a change in the order of the animals evaluated by
both methodologies in study. Different genomic regions were observed in different
chromosomes associated with the traits in study. There were associations of regions on the
ovine chromosome (OAR) 1, in which CD80 and CD86 genes are present, whose functions
are related to activation of T cells, eosinophils and mast cells. Another gene that acts as a
costimulator of T cells is CD28, described in OAR 2, in which association was verified for
both RNI and FWEC. On OAR 13, an association with FAMACHA was verified in a region
where the GATA3 gene is described. This gene may act on the defense response to the
presence of a foreign body or to the occurrence of an injury, restricting the injury/damage
extension or preventing/recovering it from the infection caused by the foreign body. We
identified chromosomal regions associated with RNI, FWEC and FAMACHA. The regions
identified in this study may help in marker assisted selection in Santa Inés sheep breeding
programs. In comparison to the traditional BLUP, the ssGBLUP method provided gain in
accuracy. Different prediction methods provide different breeding values, consequently
alteration in the ranking of animals and in selection.

Keywords: accuracy, genetic architecture, genetic parameters, meat sheep, wide-genome
association, wide genomic selection.
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1 INTRODUCAO

Na ovinocultura um dos principais desafios é o impacto econdmico negativo devido a
problemas de salde que afetam os animais, dentre os quais se destacam infeccdes por
parasitas gastrintestinais, principalmente na regido Nordeste do Brasil. A alta carga parasitaria
pode rapidamente levar o animal a 6bito, ou gerar prejuizos como: perda de peso, queda nos
desempenhos produtivo e reprodutivo, baixa na imunidade e menor desenvolvimento corporal
(VIEIRA 2008). O método de controle mais empregado consiste na utilizacdo de anti-
helminticos, porém o uso excessivo pode resultar na resisténcia dos parasitas aos
medicamentos (MANFREDI et al., 2010).

Existem métodos de controle ndo quimicos, como o controle bioldgico, a suplementacédo
energética e protéica, e o pastejo misto e alternado (RODRIGUES, 2016). Entretanto, a
selecdo de animais geneticamente resistentes a verminose seria mais viavel, pois, de acordo
com AMARANTE (2004), a resisténcia genética a verminose consiste em uma caracteristica
herdavel. Como esta caracteristica € de dificil mensuracdo direta, seu estudo € realizado com
base em caracteristicas que estdo de alguma maneira associadas com a resisténcia, como por
exemplo, contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (GOLDENBERG et al., 2012) ou
coloracdo da mucosa conjuntiva medida pelo método de FAMACHA (RYLEY; VAN WYK,
2009). Por sua vez, ARAUJO (2017) propds a caracteristica resisténcia a verminose por meio
de técnicas de analise multivariada aplicadas a caracteristicas relacionadas com a verminose,
permitindo assim separar 0s animais em subgrupos que possibilitem inferéncias sobre a
resisténcia.

No melhoramento genético classico a selecdo de individuos superiores é realizada com
base nos fenotipos e nas informacGes de pedigree. Com 0s avangos nas técnicas de biologia
molecular, tem sido realizada a sele¢cdo gendmica ampla (GWS), proposta por MEUWISSEN
et al. (2001), com base nos valores genéticos gendmicos preditos (GEBVs— Genomic
Estimated Breeding Values) a partir de um conjunto muito denso de marcadores genéticos do
tipo polimorfismo de base Unica (SNPs) cobrindo todo o genoma.

Com o0 uso das informagOes dos SNPs pode ser realizado estudo de Associagdo
Gendmica Ampla (GWAS — Genome wide Association Study), o que auxilia no entendimento
da arquitetura genética que atua no controle de caracteristicas de heranga complexa como a
resisténcia genética a verminose (DAETWYLER et al., 2010). Com uso de GWAS busca-se
identificar as variantes genéticas de maior efeito sobre a caracteristica de interesse, a fim de

utiliza-las nas avaliacGes genéticas dos animais ou na selecéo assistida por marcadores.
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A maioria dos métodos propostos para a selecdo e associacdo gendmica requer que
todas as informacdes sejam oriundas de animais genotipados. Como nem todos 0s animais
que possuem fendtipos tém informacdo genotipica disponivel, uma alternativa foi proposta
por MISZTAL et al. (2009) e AGUILAR et al. (2010) para integrar as informacdes de
pedigree, fenodtipo e gendtipo em Unico passo (ssGBLUP). No método ssGBLUP, a matriz de
parentesco baseada no pedigree (A) e a matriz baseada na informacdo genémica (G) séo
combinadas em uma Gnica matriz H (LEGARRA et al., 2009). Além de permitir utilizar
informac@es de parentesco de individuos genotipados e ndo genotipados simultaneamente, o
método ssGBLUP é geralmente tdo preciso quanto os métodos de multiplos passos, apresenta
inflacdo do GEBV geralmente menor e a operacionalizacdo do método € muito mais simples
(MISZTAL et al., 2013).

Dessa forma, objetivou-se predizer valores genéticos gendmicos para resisténcia a
verminose em ovinos Santa Inés, por meio do método BLUP genbnico em passo Unico
(ssGBLUP) e comparar com o método BLUP tradicional sob modelos animais em analises
unicaracteristica e multicaracteristica. Além disso, foram realizados estudos de associacao
genémica ampla, por meio da metodologia associacdo genémica em passo Unico (SSGWAS),
para identificar regides cromossomicas associadas com a resisténcia a verminose.

A Tese estd apresentada em Capitulos atendendo as Normas do Programa de POs-
Graduacao em Ciéncia Animal da UFPI. Inicialmente, é apresentada a revisao de literatura,
que engloba os temas abordados, aos quais servira de referencial tedrico. Em seguida é
apresentado o Capitulo I “Parametros genéticos gendmicos para resisténcia a verminose em
ovinos de corte”, o Capitulo Il, com o titulo “Aplicagdo do BLUP gendmico de passo inico
na avaliacdo genética para resisténcia a verminose em ovinos Santa Inés” e em seguida o
CAPITULO III “Aplicacdo do BLUP Gendmico de passo Unico na analise de associacio
gendmica ampla para resisténcia genética a verminose em ovinos Santa Inés”. Por ultimo,

tem-se as Consideracdes Finais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Resisténcia a verminose de ovinos da raga Santa Inés

O Brasil possui registrado na Associacdo de Criadores de Ovinos (ARCO), credenciada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) 27 ragas de ovinos
(MCMANUS et al., 2014). Dentre essas ragas, destaca-se a Santa Inés, que é encontrada em
todas as regides do Brasil, principalmente na regido Nordeste.

Um dos fatores que prejudicam a exploracdo dessa raca € a verminose, que é uma das
principais enfermidades que acometem ovinos e requer muita atencdo dos produtores, devido
a sua alta frequéncia (COSTA et al., 2009). O faturamento com produtos farmacéuticos
veterinarios chega proximo a casa dos 4 milhGes de reais, deste montante, 27%
corresponderam a comercializacdo de vacinas, 25% de antiparasitarios e 16% de
antimicrobianos. Cabe destacar que 56,3% do total de farmacos veterinarios comercializados
foram destinados aos ruminantes (RATH et al., 2016).

Os ovinos podem ser parasitados por diversos géneros, tais como Strongyloides,
Bunostomum, Trichostrongylus, Ostertagia, Cooperia, Chabertia, Oesophagostomum,
Trichuris, Nematodirus e Haemonchus (FORTES, 2004). No Nordeste brasileiro os principais
parasitas de pequenos ruminantes sdo da espécie Haemonchus contortus (ALMEIDA et al.,
2013), pertencente a familia Trichostrongylidae, parasita de maior prevaléncia e
patogenicidade verificado em rebanhos ovinos em virtude do grande potencial hemato6fago.
Cada parasita adulto remove do hospedeiro cerca de 0,05 ml de sangue por dia, através da
ingestdo direta ou perda de sangue pelas lesdes no abomaso (AMARANTE et al., 2004).

Os principais sinais clinicos do animal infectado sdo a perda de peso, desidratacdo,
fraqueza, inapeténcia, emagrecimento, diarreia, anemia e pelos arrepiados e sem brilho
(SALES, 2016). Na forma crbnica, os animais apresentam queda no volume globular e perda
de peso, palidez das mucosas e edemas submandibular e abdominal (RADOSTITS, 2001). Na
forma hiperaguda o animal pode morrer subitamente por gastrite hemorrégica intensa e
diminuicdo na concentragdo sanguinea de proteina total, especialmente a albumina
(BRICARELLO et al., 2005).

A resposta imune do animal em relacdo a infestacdo dos vermes ird depender do
estagio em que se encontra o verme. Quando adultos a imunidade se manifesta pela expulsdo
da populagéo adulta de vermes, por alteragfes na morfologia dos parasitas e pela reducéo na
fecundidade das fémeas. Com relagdo aos estagios imaturos, a resisténcia se manifesta pela

eliminacdo das larvas infectantes ou pela inibicdo do desenvolvimento das mesmas
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(hipobiose) (BALIC et al., 2000). A expulsdo de larvas de H. contortus ocorre de forma
imediata quando as larvas sdo atacadas pelos mastocitos do tecido e um tipo especial de
mastocitos intraepitelial (leucdcitos globulares) que agem antes das larvas entrarem no seu
nicho (glandula abomasal). Outros mecanismos importantes na expulsdo imediata séo
hipermortalidade, hipersecrecdo gastrica e hiperplasia das ceélulas calciformes com
subsequente aumento da producdo de muco. Esses mecanismos podem explicar porque
algumas racas de ovinos neutralizam a infec¢do durante o inicio das suas fases (ALBA-
HURTADO; MUNOZ-GUZMAN, 2013).

Quanto a resisténcia a verminose, os ovinos podem ser classificados como resistentes,
sensiveis e intermediarios. Resistente € quando a interagdo entre parasita e hospedeiro resulta
na morte ou eliminacdo do parasita, de modo que, nesses animais o0 parasitismo ndo causa
danos ou esses danos sao pouco aparentes, sem causar prejuizo a saude do animal. Os animais
sensiveis sdo 0 oposto, ou seja, nestes 0s parasitas permanecem aparentemente intactos, o que
pode levar a manifestacdo dos sintomas da verminose, prejuizo no desempenho e até mesmo a
morte. Em situacdo intermediaria, em que 0s ovinos persistem com a infec¢do, ocasionando
prejuizos a sobrevivéncia e fecundidade dos nematoides e prejudicando a salude do
hospedeiro, os individuos s&o classificados como sendo de resisténcia intermediaria, nos quais
a infeccdo subclinica pode ocasionar grandes perdas na produtividade (AMARANTE et al.,
2004).

As células leucocitarias que atuam induzindo um processo inflamatorio agudo na
mucosa do abomaso em caprinos e ovinos sdo o0s eosinofilos, mastocitos, mondcitos e
leucocitos globulares (SHAKYA, et al., 2009). A resisténcia inata contra o parasita H.
contortus ocorre com a infiltracdo por mastdcitos e eosinéfilos na mucosa do abomaso dos
pequenos ruminantes (GAMBLE; ZAJAC, 1992). Os mastdcitos sintetizam e liberam a
histamina, que atua na permeabilidade vascular e vasodilatacio (MADRUGA et al., 2001).

O mecanismo de resisténcia imune adquirida ocorre com a ativacdo dos linfocitos T
CD4+ e sua participacdo na polarizacdo da resposta imune do tipo Th2, que induzem a
producdo das citocinas 1L4, IL5 e I1L13, que em conjunto estimulam a producdo de anticorpos
das classes IgG, IgGl, 1gG2, IgM, IgA e, especialmente, IgE (GRENCIS, 2001). As
imunoglobulinas IgA e IgG1 séo responsaveis diretamente pela inibigdo no desenvolvimento
das larvas, inibem o metabolismo, o crescimento, a capacidade reprodutiva e a mobilidade do
parasita, podendo também reduzir o nimero de ovos eliminados nas fezes dos animais

infectados, além de terem participacéo indireta na expulsao das larvas.
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Na literatura ja foram relatados genes relacionados com os mecanismos de resisténcia
genética a verminose. BERTON et al. (2017) verificaram um total de 22 e 21 regibes
associadas com as caracteristicas OPG (ovos por grama de fezes) e FAM (coloracdo da
mucosa conjuntiva medida pelo método de FAMACHA), respectivamente. Dentro dessas
regides foram encontrados genes que estdo relacionados & resposta imune na defesa do
organismo, como o B2M (Beta 2 microglobulina), SFXN1(Sideroflexina-1), interleucinas 2
(IL-2), 15 (IL-15) 25 (IL-25), PIK3R1(Subunidade reguladora de fosfooinositide-3-quinases
1), GATA3 (proteina de ligacdo GATA3), FGF10 (Fator de Crescimento de Fibroblastos) e
GUCY1A2 (BERTON et al., 2017). Esses genes participam de vias metabdlicas relacionadas
ao desenvolvimento do sistema imunoldgico e na regulacdo dos efeitos do processo imune.

O gene SFXNL1, localizado no cromossomo 7 dos ovinos (OAR7) possui fungédo
associada ao transporte ou construcdo de moléculas de ferro, de modo que sua auséncia no
sangue pode ser um indicador de anemia em animais. O gene GUCY1A2 é expresso em
diferentes subpopulacdes de células T e B, e fornecem sinais co-estimuladores para a
proliferacdo destas células e producdo de imunoglobulina por células B (PRASAD et al.,
1997). O gene GUCY1A2 opera no processo de regulacdo da proliferacdo e eliminacdo de
celulas T, mantendo o seu numero estavel na auséncia de estimulo externo.

O gene GATA3 atua na resposta da defesa do organismo, reagindo a presenca de um
corpo estranho ou a ocorréncia de uma lesdo, restringindo a extensao da lesdo ou recuperando
a infeccdo causada pelo corpo estranho. As variantes desses genes foram descritas em ovinos,
algumas das quais sdo diferencialmente expressas em doencas parasitarias gastrointestinais
(WILKIE et al., 2016).

Outras moléculas que estdo envolvidas no processo de resisténcia imune a parasitas sao
as quimiocinas, que constituem uma grande familia de citocinas estruturalmente homologas,
responsaveis pela movimentacdo dos leucocitos, inclusive sua migracdo para locais de
inflamacédo tecidual a partir do sangue. As quimiocinas podem ser constitutivas, que, séo
normalmente produzidas em varios tecidos e recrutam leucécitos, principalmente linfocitos,
na auséncia de inflamacg&o. J& as quimiocinas induzidas (ou inflamatorias) sdo produzidas por
varias células em resposta a estimulos inflamatorios e recrutam leucocitos para locais de
inflamacdo (CYSTER, 1999). Ja foram identificados 11 receptores diferentes para
quimiocinas CC (CCR1 a CCR1l1l) e sete para quimiocinas CXC (CXCR1l a
CXCR7)(KUNKEL et al., 2002).
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A selegdo visando & resisténcia genética a verminose vem sendo incorporada em
programas de melhoramento genético, nos quais este fenoOtipo € mensurado por meio de
caracteristicas indicadoras de resisténcia, como contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
(PRINCE et al., 2010), coloracdo da mucosa conjuntiva medida pelo método de FAMACHA
(RYLEY; VAN WYK, 2009) e peso corporal (RODRIGUES, 2016).

2.2 Métodos de selecdo genémica - GWS

Ao longo dos anos, varios procedimentos tém sido desenvolvidos para predizer o valor
genético dos animais, de modo que a maioria destes métodos necessita de uma matriz de
parentesco entre os individuos de uma populacdo, para assim aumentar a acuracia de predicdo
(HENDERSON, 1975).

De acordo com HENDERSON (1975), o rigor da predicdo dos valores genéticos pode
ser melhorado pela utilizacdo de todas as informacdes de parentesco entre 0s animais que
estdo sendo avaliados. A metodologia dos modelos mistos para obtengdo do BLUP (Best
Linear Unbiased Prediction) utiliza a matriz do numerador do coeficiente de parentesco de
Wright, que inclui todas as informacgdes de parentes disponiveis (CARNEIRO et al., 2006).
Esse coeficiente pode ser definido como a probabilidade de que, dado um loco escolhido ao
acaso, os alelos dos dois individuos sejam idénticos por origem. Assumindo-se que 0s pais
ndo sejam aparentados, o parentesco entre dois irmdos completos (filhos dos mesmos
progenitores) serd 50%. Entretanto, dois irmdos completos podem ser mais (ou menos)
semelhantes, caso eles partilhem mais (ou menos) alelos em comum recebidos de seus pais.
Nesse caso, 0 parentesco seria superior (ou inferior) aos 50%.

Com o avan¢o da biologia molecular tornou-se possivel a inclusdo de informacGes
gendbmicas nos métodos de selecdo. A selecdo genémica ampla (GWS), proposta por
MEUWISSEN et al. (2001), consiste na utilizacdo simultanea de centenas ou milhares de
marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism), os quais cobrem o genoma de
maneira densa, de forma que todos os genes de um carater quantitativo estejam em
desequilibrio de ligagdo com pelo menos uma parte dos marcadores. A GWS enfatiza a
predicdo simultanea dos efeitos genéticos dos SNPs, possibilitando capturar os efeitos da
maioria dos locos e explicar quase a totalidade da variagdo genética da caracteristica.

Diferente da selecdo genética tradicional de animais, realizada com base nos fenotipos e
nas informacdes de pedigree para inferir sobre o efeito do gendétipo dos individuos, a GWS

utiliza o gendtipo, com efeito genético pré-estimado em uma amostra da populacdo, para
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inferir sobre o fendtipo a ser expresso nos candidatos a selecdo (RESENDE, 2008). No
entanto, alguns fenotipos séo de dificil mensuracdo, como por exemplo, a resisténcia genética
a verminose, que na maioria das vezes tem sua selecdo realizada com base em caracteristicas
associadas com a resisténcia. Portanto, uma alternativa seria identificar os genes responsaveis
pela expressdo da caracteristica e selecionar os animais portadores dos genes desejaveis
(GODDARD; HAYES, 2007).

Na literatura sdo descritos diversos métodos de predicdo dos valores genéticos
genémicos, os quais envolvem a incorporacdo de informagcbes moleculares na abordagem
tradicional para a obtencéo dos valores GBLUP, em que a matriz de parentesco estimada com
base nas informacfes de pedigree (A) é substituida por uma matriz de parentesco real ou
genémica (G) (SCHAEFFER, 2006).

Diversas metodologias sdo usadas para calcular a matriz G, como observado em
VANRADEN et al. (2008), que destacam que a matriz de parentesco gendmico G pode ser
obtida por pelo menos 3 métodos.

Dada uma determinada matriz M, que contém e especifica quais alelos do marcador
cada individuo herdou, as dimensdes de M sdo o nimero de individuos (n) multiplicado pelo
namero de loci (m). A frequéncia do segundo alelo no locus i é p; e P contém as frequéncias
dos alelos expressadas como uma diferenca de 0,5 e multiplicadas por 2, de modo que a
coluna i de P seja 2 (p; - 0,5). A matriz Z é obtida pela subtracdo de P de M. O primeiro
método para o calculo da matriz G pode ser:

= YA
2%p,(1—pi)

O segundo método calcula a matriz G da seguinte forma:

G=72DZ'
_r
m[2p;(1-p;)]

em que Dii =
O terceiro método para obter G néo requer frequéncias de alelos e, em vez disso, ajusta
a homozigosidade média regredindo MM 'em A para obter G usando o modelo:
MM' = gy11'+ g4A+E
em que g, é o intercepto e g, € a inclinagdo. A matriz E inclui diferencas do que é verdadeiro

de fracdes esperadas de DNA em comum.
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A matriz G pode substituir a matriz A na metodologia BLUP e, de acordo com CLARK
et al. (2012), é esperado que a matriz G forneca estimativas mais acuradas da (co)variancia
entre os individuos, pois segundo os autores, o ganho de acurdcia serd atribuido ao
conhecimento mais preciso do parentesco.

Véarios métodos Bayesianos tém sido aplicados na avaliacdo genética de espécies de
interesse zootécnico, por exemplo: BayesA e Bayes B (MEUWISSEN, et al., 2001; GIANOLA
et al., 2009); BayesC; BayesD; BayesCr e BayesDm(HABIER et al.,, 2011); e LASSO
Bayesiano (DE LOS CAMPOS et al., 2009). Nos métodos Bayesianos as incertezas acerca
dos efeitos dos SNPs podem ser modeladas por distintas distribuicdes a priori. Portanto, a
diferenca entre os modelos Bayesianos esta na distribuicdo a priori marginal que € assumida
para o vetor de parametros (BIAGIOTT], 2016).

No método BayesA, proposto por MEUWISSEN et al. (2001), as variancias dos segmentos
cromossomicos diferem para cada segmento e sdo estimadas sob modelo, considerando a
informacdo combinada dos dados fenotipicos (fungdo de verossimilhanga) e da distribuicdo a
priori para estas variancias. A priori para o € uma distribuicdo univariada T com media zero. Os
efeitos dos marcadores sdo assumidos como amostras de uma distribuicdo normal com media zero
e variancia de cada marcador dada por uma distribuicdo quiquadrada inversa e escalonada
conforme a seguir:

Bilog, ~N (0,0%)
op; ~X* (vg,Sp)
em que vgé o nimero de graus de liberdades e Sé é o0 parametro de escala da distribuic&o.

Assumindo B; ~N (0, céi), em que oéi ¢ tomado de uma distribuicdo quiquadrado

invertida, segundo o enfoque bayesiano, isso implica que grande nimero de marcadores
apresenta efeitos pequenos e poucos marcadores apresentam efeitos grandes (RESENDE et
al., 2012).

Na metodologia BayesB a priori assumida para os marcadores € uma mistura de
distribuicdes, tendo um ponto de massa em zero, com probabilidade 7 e uma distribuicdo
univariada t, com probabilidade 1 — 1 e média zero. Assim, Bayes A é um caso especial de
Bayes B, quando = = 0 (MEUWISSEN et al., 2001).

A probabilidade de um marcador apresentar efeito zero () afeta 0 encurtamento dos
marcadores e, assim 0s métodos BayesA e BayesB apresentam desvantagem em relagcdo a
BayesCm e BayesDm, pelo fato de que nos dois primeiros métodos a proporcdo de marcadores

genéticos com efeito maior que zero é tratada como conhecida (1), ao contrario dos métodos
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BayesCm e BayesD, nos quais a probabilidade de m é tratada como desconhecida e deve ser
inferida a partir dos dados.

No método BayesCm (HABIER et al., 2011) as variancias dos marcadores Sao
consideradas homogéneas, a priori para u sera constante. No método BayesDm as
informacdes consideradas a priori para a variancia dos efeitos dos marcadores séo as mesmas
do método BayesB, em que a variancia dos marcadores com efeito maior do que zero tem
distribuicdo qui-quadrado invertida e escalonada, com probabilidade 1 — = e @ quando o
efeito do marcador é igual a zero (HABIER et al., 2011).

Os métodos Bayesianos tém sido aplicados com sucesso em espécies de interesse
zootécnico (LI et al.,, 2011; HE;LIN, 2011; SUN et al., 2011; PETERS et al., 2012;
BIAGIOTTI, 2016).

Mesmo apresentando a vantagem do aumento de acurdcia com a inclusdo das
informacBes gendmicas, em comparacdo com a selecdo que utiliza informac6es de pedigree, a
inclusdo desta tecnologia em programas de melhoramento genético animal ainda apresenta
limitacOes, como por exemplo, os altos custos envolvidos no processo de genotipagem. Por
conta deste alto custo, na maioria dos rebanhos somente uma parte dos animais € genotipada.
Com isso ocorre perda de informacdes fenotipicas referente aos animais ndo genotipados, ja
que ao adotar os métodos GWS descritos anteriormente, somente 0s animais genotipados
serdo considerados na avaliacdo.

Com o objetivo de solucionar o fato de ndo ser utilizada informacdes fenotipicas de
animais ndo genotipados, AGUILAR et al. (2010) e MISZTAL et al. (2009) propuseram uma
metodologia em uma Unica etapa, designada BLUP genémico em passo tnico (“single-step
genomic BLUP” - ssGBLUP), que integra informacfes de gendtipo, fenotipo e pedrigree dos
animais e as combina com dados genémicos. No ssGBLUP, a matriz de parentesco baseada
no pedigree (A) e a matriz gendbmica baseada na informacdo genémica (G) sdo combinadas
em uma Unica matriz (H) (LEGARRA et al., 2009):

A A3 0 AnAzL 0
H=A+{1222 }G—A 11{2221 }
A S P L 1

em que | é uma matriz de identidade, os subscritos 1 e 2 denotam animais ndo genotipados e
genotipos, respectivamente, e G é a matriz de parentesco gendmico construida e
dimensionada como descrito por VANRADEN (2008).

A inversa da matriz H é:
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HY'=A"+ [0 0 }
- 0 Gfl _ -1
Ag

em que A™ é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacéo de pedigree, G* é a
inversa da matriz de parentesco genémico, que foi construida e dimensionada como descrito
por VANRADEN (2008), e A5, é a inversa da matriz de parentesco baseada no pedigree
para animais genotipados.

Estudos em que sdo utilizadas informacGes gendmicas tém sido desenvolvidos em
diferentes espécies, como por exemplo: bovinos de leite (PETRINE, 2016); bovinos de corte
(FARAH, 2014); em ovinos com dados simulados (PERTILE 2015) e com dados reais
(BERTON et al., 2017). Quanto a predicdo dos valores genéticos, os metodos que consideram
as informacGes genéticas apresentam superioridade quando comparado com o BLUP baseado
nas informacBes de pedigree, pois 0 uso de informacfes 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 selecdo e diminuicdo no tempo de avaliacdo, em comparagcdo com a tradicional
sele¢do baseada essencialmente em dados fenotipicos.

Ao comparar os métodos genémicos bayesianos (BayesC, BayesCr e LASSO) com
BLUP tradicional na predicdo de valores genéticos para bovinos da raca Guzera, SANTOS
(2015) verificou que as predi¢bes dos valores genémicos foram mais acuradas do que as
predicdes obtidas por meio do BLUP tradicional. Além do mais, o autor supracitado verificou
algumas divergéncias na classificacdo dos animais pelas avalia¢Ges tradicional e gendmica.
CLARK et al. (2012) verificaram que com o método GBLUP a predicdo dos valores genéticos
para ovinos da raca merino foram mais acuradas, em comparacdo com as predicdes obtidas
com BLUP tradicional. Comparando os métodos BLUP tradicional, BayesR e GBLUP para a
predicdo dos valores geneticos de caracteristicas de carcaca e qualidade de carne em dados de
ovinos, DAETWYLER et al. (2012) verificaram que os métodos gendmicos proporcionaram
valores genéticos mais acurados.

Os modelos utilizados para a predi¢éo dos valores genéticos e/ou genémicos geralmente
sdo os modelos unicaracteristicos, ou seja, utilizam apenas uma Unica caracteristica ou
iformagdo fenotipica por vez. No entanto, nos programas de melhoramento genético o
objetivo € melhorar varias caracteristicas. Assim, o uso de modelos multicaracteristicos

gendmicos poderia ser utilizado para avaliagdo de multiplas caracteristicas. Assim seria
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possivel a utilizacdo das correlagdes existentes entre as caracteristicas, informacao que nédo €
utilizada quando usado modelos unicaracteristicos.

Ao comparar diferentes modelos multicaracteristicos com unicaracteristicos, em ambos
os casos adotando os métodos GBLUP, BayesA e BayesCn, com dados simulados e reais,
LEE et al. (2012) verificaram que os modelos multicaracteristicos forneceram predi¢do dos
valores genéticos genonémicos foi mais acurada, em comparacdo com 0s modelos
unicaracteristicos.

Em estudo com bovinos da raca Holandesa, ISMAEL et al. (2017) compararam a
utilizacdo de informagbes gendmicas ao uso de informagdes fenotipicas utilizando modelos
uni e multicaracteristicos. Os autores verificaram que ao utilizar o0 método ssGBLUP com
modelo multicaracteristico ocorreu ganho em acuracia, ou seja, os valores genéticos
genémicos preditos foram mais préximos dos valores verdadeiros. Atualmente, 0 método de
passo Unico tem sido mais utilizado por obter maior acurécia dos valores genéticos genémicos
(GEBVs) do que a abordagem “multi-steps” (SU et al., 2012). SU et al. (2012) afirmaram que
0 single-step pode melhorar a acuracia e reduzir o viés das predicdes gendmicas. De acordo
com MISZTAL et al. (2013), o método single-step, quando comparado aos métodos multi-
step, € mais simples de ser executado e aplicado. Para modelos mais complicados, como por
exemplo, para multicaracteristicas, 0 ssGBLUP é geralmente tdo preciso ou mais preciso do
gue os métodos de mdaltiplos passos, a inflacdo do GEBV é geralmente menor e a execucdo é
muito mais simples. Outro motivo para usar o sSGBLUP é a capacidade de explicar o viés de
selecdo quando a selecdo é baseada apenas em gen6tipos (VANRADEN, 2012).

SU et al. (2012) relataram que as predi¢cdes dos GEBVs obtidos pelo procedimento de
passo Unico foram mais acurados que os obtidos pelo procedimento em varios passos. Ainda
em relacdo a eficiéncia do método ssGBLUP, WANG et al. (2014), ao avaliarem a selecdo
gendmica do peso corporal de frangos de corte, confirmaram a eficiéncia do método, sendo
que as estimativas de acuracias foram superiores a 0,8 no estudo em questdo. Em bovinos de
corte, CAMPOS et al. (2015), comparando os métodos GBLUP e ssGBLUP para
caracteristicas de crescimento e escores visuais ao sobreano, verificaram que a metodologia
ssGBLUP foi a que proporcionou maiores incrementos em acuracia.

A acuracia mede a habilidade preditiva de um determinado preditor, com isso esta pode
ser utilizada para averiguar a habilidade preditiva de diferentes métodos. Na literatura sdo

mencionadas diversas metodologias para a obtencdo das medidas empiricas da acurécia
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r(y, )
N

que y € o fenotipo observado,  é o fendtipo predito e h? é a herdabilidade da caracteristica.

preditiva. De acordo com LEGARRA et al. (2008), a acuracia pode ser obtida por , em

BIAGIOTTI (2016) utilizou a validagdo cruzada para comparar 0s métodos bayesianos
de selecdo gendémica com método tradicional, usando a correlacdo entre os valores fenotipicos
preditos e os valores genéticos genémicos preditos como indicadores de acuracia de predicéo
dos modelos. A validagdo cruzada consiste na reamostragem de grupos de individuos via
procedimento Jacknife (HELTSHE; 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 formacdo da populacdo de validagdo. Nesse
processo, em cada subgrupo analisado a GWS é avaliada ao calcular a correlacéo entre o valor
genético predito por esse método e o valor fenotipico observado nos individuos. Essa
correlacdo € conhecida como capacidade preditiva, sendo dada teoricamente pela acuracia de

selecdo multiplicada pela raiz quadrada da herdabilidade individual.

2.3 Estimativas de Parametros genéticos para caracteristicas de resisténcia a verminose

O diagnostico correto dos animais acometidos por infeccBes parasitarias € o primeiro
passo para a obtencdo do sucesso no controle dessas enfermidades. Embora existam diferentes
metodologias para este objetivo, algumas delas ainda sdo de baixa precisao e outras tornam-se
subjetivas em funcdo do avaliador (BIAGIOTTI, 2016), o que pode influenciar nas estimativas de
parametros genéticos para as caracteristicas relacionadas com a verminose. As caracteristicas mais
utilizadas como indicadores de resisténcia sao a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e a
coloracdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA). As estimativas de herdabilidade genética para a
resisténcia & verminose podem variar de acordo com as fontes de informagdes.

Para OPG, as estimativas de herdabilidade podem variar de 0,14 a 0,44, quando
adotada a metodologia tradicional, com a matriz de parentesco baseada nas informacdes de
pedigree (SAYERS et al., 2005). PRINCE et al. (2010) ao estudarem dados de OPG utilizando a
maxima verossimilhanca restrita, ajustando modelo animal, observaram herdabilidade de 0,149.
SANTOS (2014) utilizando a metodologia de modelos lineares generalizados mistos (MLGM)
para testar diferentes modelos de predigdo utilizando a inferéncia bayesiana obteve valores de
herdabilidade variando de 0,36 a 0,75.

Para FAMACHA, assim como para OPG, as estimativas variam de acordo com a

metodologia adotada, usando informacGes com base no pedigree. RILEY; WYK (2009),
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considerando modelo animal, encontraram herdabilidade igual a 0,12. ARAUJO (2017),
considerando modelo animal, obteve estimativa de herdabilidade de 0,27. SANTOS (2014),
utilizando MLGM, obteve herdabilidade variando de 0,12 a 0,32. Esses resultados mostram alta
variacao nas estimativas de herdabilidade para OPG e FAMACHA.

Caracteristicas de resisténcia a verminose sdao mais dificeis de serem mensuradas do
que, por exemplo, as caracteristicas de desempenho e, portanto, sdo sujeitas a imprecisées
inerentes ao processo de medida. Quando o valor fenotipico contém erros, entdo esses séo
propagados em algum grau aos valores genémicos, que podem ser sub ou superestimados.
Assim, os ganhos genéticos preditos e realizados sdo aquém do esperado. Devido a isso,
RODRIGUES (2016) e ARAUJO (2017) propuseram, por meio de analise multivariada, a
caracteristica de resisténcia a verminose como sendo 0 agrupamento com base nas
caracteristicas de OPG, hematdcrito, escore de condicdo corporal e FAMACHA. Os autores
supracitados encontraram herdabilidade por meio da inferéncia bayesiana para a caracteristica
resisténcia a verminose, adotando andlise univariada, nos valores 0,44 e 0,33,
respectivamente.

Com o surgimento de novas tecnologias com custo/beneficio mais acessiveis, 0s
programas de melhoramento genético vém estudando e utilizando uma nova fonte de
informacdo, as chamadas informacdes genémicas. Com o desenvolvimento de painéis de
marcadores do tipo SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”) e a automa¢do dos processos
de genotipagem (JENKINS; GIBSON, 2002), aliados a diminui¢do dos custos observados
nesses ultimos anos, as informac6es genémicas vém se tornando cada vez mais importantes
no meio cientifico. Com os avangos na area da genética molecular, tornou-se possivel incluir
informacgdes nos modelos usados para estimacdo dos parametros genéticos, proporcionando
assim, maior acurécia.

Para OPG, BIAGIOTTI (2016), considerando modelo com informagdes gendmicas,
obteve herdabilidade igual a 0,24, valor que foi inferior ao encontrado por BERTON et al.
(2017), que ao adotarem o método ssGBLUP encontraram herdabilidade igual a 0,11. Ambos
estes estudos foram realizados com ovinos da raca Santa Inés. Para as estimativas de
herdabilidade para a caracteristica FAMACHA utilizando informacgdes genbmicas,
BIAGIOTTI (2016) encontrou herdabilidade igual a 0,25, enquanto BERTON et al. (2017)
encontraram 0,35.
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2.4 Associagdo Gendmica Ampla - GWAS

Com a utilizacdo da informacdo gendmica, a disponibilidade de plataformas para
genotipagem de SNPs em larga escala e a diminui¢do do custo para genotipagem, tornou-se
possivel a investigacdo e o conhecimento sobre a arquitetura genética das caracteristicas de
interesse zootécnico. Com isso, os estudos de associacdo genémica ampla (Genome Wide
Association Study - GWAS) sao utilizados para identificar regibes do genoma que estdo
envolvidas na expressdo de caracteristicas de interesse econémico (FRAZER et al., 2009).
Resumidamente, a GWAS permite conhecer quais variantes estdo envolvidas na expressao
dos fenotipos (CASAS et al., 2013), atuando por meio da exploracdo da existéncia de
desequilibrio de ligacdo (Linkage Disequilibrium - DL) entre SNPs e variantes causais
(RINCON et al., 2011).

Os primeiros estudos de associacdo foram realizados adotando a metodologia de
quadrados minimos, aplicando-se correcdo de Bonferroni para fazer inferéncias sobre QTLs
(quantitative trait loci) a partir de efeitos individuais de SNPs. No entanto, problemas como
as altas taxas de falso-positivo e a superestimacdo dos efeitos de QTLs e SNPS dificultaram o
uso da metodologia. Uma solucdo para estes problemas foi a estimacdo dos efeitos dos SNPs
realizada por meio da inferéncia Bayesiana, em que todos os SNPs sdo considerados nas
andlises simultaneamente (ABASHT et al., 2009).

A desvantagem desses métodos se da pelo fato de que grande parte da informacéo
fenotipica é oriunda de animais ndao genotipados. Com isso as estimativas BLUP precisam ser
desregredidas (GARRICK et al., 2009), o que pode levar a diminuicdo da acuracia.

Uma abordagem alternativa de GWAS, recentemente proposta por WANG et al. (2012),
consiste em utilizar as solugdes dos efeitos SNPs obtidas por meio da metodologia ssGBLUP,
em que informacOes de gendtipos, fenotipos e pedigree sdo considerados conjuntamente em
uma etapa e, portanto, permite o uso de qualquer modelo e todos os relacionamentos
simultaneamente. Com esta abordagem, todos os SNPs séo considerados simultaneamente,
juntamente com todos os fen6tipos daqueles animais genotipados e ndo genotipados.

Com esta abordagem, a GWAS é conseguida convertendo os valores genéticos
gendmicos preditos (GEBVSs) por ssGBLUP para efeitos de marcadores, que sdo usados em
uma abordagem iterativa para atualizar solugdes. A vantagem tedrica deste método é que ele
usa todas as informac@es fenotipicas para as quais os conhecimentos de pedigree ou marcador

sdo conhecidos e podem ser usados para qualquer modelo para o qual as predicdes BLUP de
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valores genéticos podem ser obtidas. Assim, esse método de associcdo é denominado
ssSGWAS (WANG et al., 2012).

A adaptacdo do método ssGBLUP para analise SSGWAS (WANG et al., 2012) envolve
as seguintes etapas: 1. Converter efeitos GEBV para efeitode SNP; 2. Estimar variancias
individuais de cada SNP; 3. Incorporar variancias em G; 4. Possivelmente recalcular GEBV e
iterar.

A metodologia ssGWAS vem sendo usada em estudos de associacdo em diferentes
espécies. Na avicultura de corte WANG et al.(2012) apontaram as seguintes vantagens do
sSGWAS: o uso de mdltiplas caracteristicas é possivel; o tempo de computacdo é mais rapido;
e a implementacdo é simples. DIKMEM et al. (2013) utilizaram o ssGWAS em estudo de
associacdo gendmica visando a identificacdo de regides genbmicas associadas com a
temperatura retal durante estresse por calor em bovinos da raca Holandesa. REGO NETO
(2017) utilizou a metodologia sSGWAS para identificar regides gendmicas associadas a
caracteristicas de tamanho corporal de animais da raca Santa Inés. Ainda em ovinos de corte,
BERTON et al. (2017), ao utilizarem a metodologia ssGWAS, verificaram diversas regides
cromossdmicas associadas com as caracteristicas OPG, FAMACHA, contagem de
hematdcrito, glébulos brancos e vermelhos, hemoglobina e plaquetas.

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

RIGGIO et al. (2013), em estudo de associacdo gendmica para resisténcia e peso
corporal em cordeiros Scottish Blackface verificaram evidéncia de associacdo nos

cromossomos 14 e 6 para OPG.



27

2.4 Referéncias
AGUILAR, I.; MISZTAL, I.; JOHNSON, D. L.; LEGARRA, A.; TSURUTA, S.; LAWLOR,
T. J. A unified approach to utilize phenotypic, full pedigree, and genomic information for
genetic evaluation of Holstein final score. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 93, p.
743-752, 2010.

ALBA-HURTADO, F.; MUNOZ-GUZMAN, M. A. Immune responses associated with
resistance to Haemonchosis in sheep. BioMed Research International, p. 1-11. 2013.

AMARANTE, A. F. T.; BRICARELLO, P. A.; ROCHA, R. A.; GENNARI, S. M. Resistance
of Santa Ines, Suffolk and lle de France lambs to naturally acquired gastrintestinal nematode
infections. Veterinary Parasitology, v.120, p.91-106, 2004.

AMARANTE, A. F. T.; SALES, R. O. Controle de Endoparasitoses dos Ovinos: Uma
Revisdo. Revista Brasileira Higiene e Sanidade Animal, v.1, n.2, p.14-36, 2007.

AMARANTE AFT, SUSIN |, ROCHA RA, SILVA MB, MENDES CQ, PIES AV.
Resistance of Santa Ines and Crossbred ewes to naturally acquired gastrointestinal nematode
infections. Veterinary Parasitology, v.165, p. 273-280, 2009.

ARAUJO, J. I. M. Estudo genético da resisténcia a verminoses gastrintestinais em ovinos.
Bom Jesus. 2017, 86 f. Dissertacdao (P6s Graduacdo em Zootecnia), Universidade Federal do
Piaui, Bom Jesus, 2017.

AVENDANO, S.; WOOLLIAMS, J.A.; VILLANUEVA B. Prediction of accuracy of
estimated Mendelian sampling terms. Journal of Animal Breeding and Genetics, v.122, n.5,
p.302-308, 2005.

BALIC, A.; BOWLES, V. M.; MEEUSEN, E. N. T. The immunobiology of gastrointestinal
nematode infections in ruminants. Advances in Parasitology, v.45, p.181-241, 2000.

BALOCHE, G.; LEGARRA, A.; SALLE, G.; LARROQUE, H.; ASTRUC, J. M.; ROBERT-
GRANIE, C.; BARILLET, F. Assessment of accuracy of genomic prediction for French
Lacaune dairy sheep. Journal of Dairy Science, v. 97, n. 2, 2014.

BERTAN, I.; CARVALHO, F. I. F.; OLIVEIRA, A. C.; VIEIRA, E. A.; HARTWIG, |.;
SILVA, J. A. G.; RIBEIRO, G. Comparacao de metodos de agrupamento na representagéo da
distancia morfologica entre gendtipos de trigo. Revista Brasileira de Agrociéncia,
v.12, n.3, p.279-286, 2006.

BERTON, M. P.; OLIVEIRA SILVA, R. M.; PERIPOLLI, E.; STAFUZZA, N. B.;
MARTIN, J. F.; ALVAREZ, M. S.; FERRAZ, J. B. S. Genomic regions and pathways
associated with gastrointestinal parasites resistance in Santa Inés breed adapted to tropical
climate. Journal of Animal Science and Biotechnology, v.8, p.73, 2017.

BIAGIOTT], D. Associacdo E Selecao Genomica Ampla Em Ovinos Santa Inés Para
Caracteristicas Relacionadas A Resisténcia A Endoparasitas. 2016. 79 f. TESE (Pds
graduacdo em Ciéncia Animal), Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016.



28

BRICARELLO, P. A; AMARANTE, A. F.; ROCHA, R. A.; CABRAL FILHO, S. L.;
HOUDIK, J. G.; ABDALA, A. L.; GENNARI, S.M. Influence of dietary protein supply on
resistance to experimental infections with Haemonchus contortus in Ile de France and Santa
Ines lambs. Veterinary Parasitology, v.134, p.99-109, 2005.

BISHOP S. C.; MORRIS C. A. Genetics of disease resistance in sheep and goats. Small
Ruminant Research, v.70, p.48-59, 2007.

BOLORMAA, S.; PRYCE, J. E.; KEMPER, K. E.; HAYES, B. J.; ZHANG, Y.; TIER, B.
BARENDSE, W.; REVERTER, A.; GODDARD, M. E. Detection of quantitative trait loci in
Bos indicus and Bos taurus cattle using genome-wide association studies. Genetics Selection
Evolution, v.45, 2013.

CALUS, M. P. L. Genomic breeding value prediction: methods and procedures. Animal, v.4,
n.2, p.157-164, 2010.

CARNEIRO, P. L. S.; MALHADO, C. H. M.; EUCLYDES, R. F.; TORRES, R. A.; LOPES,
P.S.; ANTONIO POLICARPO SOUZA CARNEIRO, A. P. S.; CUNHA, E. E.Selecéo
tradicional e associada a marcadores moleculares na avaliacdo genética animal. Pesquisa
Agropecuéria Brasileira, v.41, p.615-621, 2006.

CASAS, E.; LEACH, R.L.; REINHARDT, T.A.; THALLMAN, R.M.; LIPPOLIS, J.D.;
BENNETT, L.G.; KUEHN, A.L. A genomewide association study identified CYP2J2 as a
gene controlling serum vitamin D status in beef cattle. Journal of Animal Science, v. 91, p.
3549-3556, 2013.

CHARLES, T. P. Disponibilidade de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais
parasitas de ovinos deslanados no semi-arido pernambucano. Ciéncia Rural, v.25, n.3, p.437-
442, 1995.

CLARK, S. A.; HICKEY, J. M.; DAETWYLER, H. D.; VAN DER WERF, J. H. J. The
importance of information on relatives for the prediction of genomic breeding values and the
implications for the makeup of reference data sets in livestock breeding schemes. Genetics
Selection Evolution, v. 44, p.1-9, 2012.

CLARK, S.A.; VAN DER WERF, J. Genomic best linear unbiased prediction (gBLUP) for
the estimation of genomic breeding values. In. GONDRO, C.; VAN DER WERF, J.; HAYES,
B. Genome-wide association studies and genomic prediction, p. 321-330. 2013

COSTA, V.M.M.; SIMOES, S. V.D.; CORREA, F. R.. Doencas parasitarias em ruminantes
no semi-arido brasileiro. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.29, n.7, p.563-568, 2009.

CYSTER, J. G. Chemokines and cell migration in secondary lymphoid organs. Science,
v.286, p.2098-2102. 1999.

DAETWYLER, H. D., PONG-WONG, R.; VILLANUEVA, B.; WOOLLIAMS, J. A. The
impact of genetic architecture on genome-wide evaluation methods. Genetics, v. 185,
p.1021-1031, 2010.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=CARNEIRO,+PAULO+LUIZ+SOUZA

29

DE LOS CAMPOS, G.; HICKEY, J. M.; PONG-WONG, R.; DAETWYLER, H. D.; CALUS,
M. P. L. Whole-Genome Regression and Prediction Methods Applied to Plant and Animal
Breeding. Genetics, v.193, p.327-345, 2013.

ENDELMAN, J. B.; JANNINK, J. L. Shrinkage estimation of the realized relationship
matrix. G3: GENES, GENOMES, GENETICS, v. 2, n. 11, p. 1405-1413, 2012.

FARAH, M. M. Efeito da utilizagdo de diferentes matrizes Gendmicas e parentesco na
avaliacéo genética De bovinos de corte. 2014. 83 f. TESE (Pds-graduacdo em genética e
melhoramento animal), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, Jaboticabal,
2015.

FRAZER, K. A.; MURRAY, S. S.; SCHORK, N. J.; TOPOL, E. J. Human genetic
variation and its contribution to complex traits. Nature Reviews, v.10, p.241-251, 2009.

FORNI, S.; AGUILAR, I. MISZTAL, I.Different genomic relationship matrices for single-
step analysis using phenotypic, pedigree and genomic information. Genetics Selection
Evolution, v. 43, n. 1, p. 1-7, 2011.

FORTES, E. Parasitologia Veterinaria. 4. ed. Sdo Paulo: icone, p. 239, 2004.

GAMBLE, H.R.; ZAJAC, A.M. Resistance of St. Croix lambs to Haemonchus contortus in
experimentally and naturally acquired infections. Veterinary Parasitology, v.41, n.3-4,
p.211-225, 1992.

GARRICK, D. J.; TAYLOR, J. F.; FERNANDO, R. L. Deregressing estimated breeding
values and weighting information for genomic regression analyses. Genetics Selection
Evolution, v. 41, 20009.

GIANOLA, D.; DE LOS CAMPQS, G.; HIL, W. G.; MANFREDI, E.; FERMADO, R.
Additve genetic variability and the Bayesian alphabet. Genetics, v. 183, p.347-363, 2009.

GODDARD, M. E.; HAYES, B. J. Genomic selection. Journal of Animal Breeding and
Genetics, v. 124, n. 6, p. 323-330, 2007.

GODDARD M. Genomic selection: prediction of accuracy and maximization of long term
response. Genetica, v.136, p.245-257, 2009.

GOLDENBERG, V.; CIAPPESONI, G.; AGUILAR, I. Genetic parameters for nematode
resistance in periparturient ewes and post-weaning lambs in Uruguayan Merino sheep.
Livestock Science, v.127, n.1, p.181-187, 2012.

GORDO, D. G. M.; ESPIGOLAN, R.; TONUSSI, R. L.; JUNIOR, G. F. A;; BRESOLIN, T ;
MAGALHAES, A. F. B.; FEITOSA, F. L.; BALDI, F. R.; CARVALHEIRO, R.; TONHATI,
H.; OLIVEIRA, H. N.;CHARDULDO, L. A. L.; ALBUQUERQUE, L.G. Genetic parameter
estimates for carcass traits and visual scores including or not genomic information. Journal
of Animal Science, v.94, n. 5, p.1821-1826, 2016.



30

GRATTAPAGLIA, D.; RESENDE, M. D. V. Genomic selection in forest tree breeding. Tree
Genetics & Genomes, v. 7, n. 2, p. 241-255, 2011.

GRENCIS, R. K. Cytokine regulation of resistance and susceptibility to intestinal nematode
infection-from host to parasite. Veterinary Parasitology, v.100, p.45-50, 2001.

HABIER, D.; FERNANDO, R. L.; KIZILKAYA, K.; GARRICK, D. J. Extension of the
bayesian alphabet for genomic selection. BMC Bioinformatics, v.12, p.1-12, 2011.

HARRIS, B. L., AND D. L. JOHNSON. Genomic predictions for New Zealand dairy bulls
and integration with national genetic evaluation. Journal of Dairy Science, v.93, p.1243-
1252. 2010.

HAYWARD, A. D.; NUSSEY, D. H.; WILSON, A. J.; BERENQOS, C.; PILKINGTON, J.G.;
WATT, K. A.; GRAHAM, A. L. Natural Selection on Individual Variation in Tolerance of
Gastrointestinal Nematode Infection. Plos Biology, v.12, n.7, p.1-13. 2014,

HAYES, B. J.; BOWMAN, P. J.; CHAMBERLAIN, A. J.; GODDARD, M. E. Genomic
selection in dairy cattle: Progress and challenges. Journal of Dairy Science, v.92, p.433-443,
2009.

HE, Q.; LIN, D. Y. A variable selection method for genome-wide association studies.
Bioinformatics, v.27, p.1-8, 2011.

HENDERSON, C. R. Use of relationships among sires to increase accuracy of sire evaluation.
Journal of Dairy Science, v. 58, 1731-1738, 1975.

ISMAEL, A.; LOVENDAHL, P.; FOGH, A.; LUND, M. S.; SU, G. Improving genetic
evaluation using a multitrait single-step genomic model for ability to resume cycling after
calving, measured by activity tags in Holstein cows. Journal Dairy Science, v. 100, p. 8188—
8196, 2017.

JENKINS, S.; GIBSON, N. High-throughput SNP genotyping. Comparative and Functional
Genomics, v. 3, n. 1, p. 57-66, 2002.

KUNKEL, E. J.; BUTCHER, E. C. Chemokines and the tissue-specific migration of
lymphocytes. Immunity. v. 16, p.1-4, 2002.

LARA, A. M. C, VERISSIMO, C. J. GAMA, L.T, CUNHA, E. A, SANTOS, BUENO, M. S,
SALES, L, OLIVEIRA, M.; SPOSITO, E. F. Relagio Entre Polimorfismos De Proteinas E
Infeccdo Por Nematddeos Gastrintestinais Em Ovelhas. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 38., 2001, Vigosa. Anais...Vigosa MG:
Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2001. CD.

LEGARRA, A.; AGUILAR, I.; MISZTAL, I. A relationship matrix including full pedigree
and genomic information. Journal of Dairy Science, v. 92, p. 4656-4663, 2009.

LI, J.; DAS, K.; FU, G.; LI, R.; WU, R. The bayesian lasso for genome-wide association
studies. Bioinformatics, v.27, p.516-523, 2011.



31

LYNCH, M.; WALSH, B. Genetics and Analysis of Quantitative Traits. Sinauer
Associates, Massachusetts, p.131-177, 980p. 1998.

MADRUGA, M. S.; SOUSA, W. H.; ROSALES, M. D.; CUNHA, M. D. G.; RAMOS,J. L. F.
Qualidade da carne de cordeiros Santa Inés terminados em diferentes dietas. Revista
Brasileira de Zootecnia, v. 344, n.1, p. 309-315, 2005.

MALECOT, G. Les Mathématiques de I’Hérédité. Paris: Masson, 63p., 1948

MANFREDI, M. T.; DI CERBOA, A. R.; ZANZANI, S.; STRADIOTTO, K. Breeding
management in goat farms of Lombardy, northern Italy: Risk factors connected to
gastrointestinal parasites. Small Ruminant Research, v. 88, n. 2, p. 113-118, 2010.

MCMANUS, C.; PAIM, T. P.; MELO, C. B.; BRASIL, B. S. A. F.; PAIVA, S. R. Selection
methods for resistance to and tolerance of helminths in livestock. Parasite, v.21, 2014.

MEUWISSEN, T. H. E.; HAYES, B. J.; GODDARD, M. E. Prediction of total genetic value
using genome-wide dense marker maps. Genetics, v.157, p.1819-1829, 2001.

MEEUSEN, E.N.T.; BALIC, A.; BOWLES, V. Cells, cytokines and other molecules
associated with rejection of gastrointestinal nematode parasites. Veterinary Immunology
and Immunopathology, v.108, p.121-125, 2005.

MISZTAL, I.; LEGARRA, A.; AGUILAR, I. Computing procedures for genetic evaluation
including phenotypic, full pedigree, and genomic information. Jornal of Dairy Science, v.
92, 20009.

MISZTAL, I.; AGGREY, S. E.;WILLIAM, M. M. Experiences with a single-step genome
evaluation. Poultry Science, v. 92, p.2530-2534, 2013.

MOLENTO, M.B., TASCA, C.; GALLO, A.; FERREIRA, M.; BONONI, R.; ESTECCA, E.
Método FAMACHA como parametro clinico individual de infecgdo por Haemonchus
contortus em pequenos ruminantes. Ciéncia Rural, v.34, n.4, p.1139-1145, 2004.

MOLENTO, M. B., VERISSIMO, C. J. Método Famacha — Nova estratégia no controle de
endoparasitoses em pequenos ruminantes. Veterinaria in Foco, ed.1, p.17-18. 2003.

NEVES, H. H. R. CARVALHEIRO, R.; QUEIROZ, S. A. Adequacy fo diferente Pseudo-
Phenotypes for Model Training and Validation of Genomic Prediction in Beef Cattle. In:
WORLD CONGRESS OF GENETICS APPLIED TO LIVESTOCK PRODUCTION, 10.,
2014, Vancouver. Anais... Vancouver: Organizing committee WCGALP, 2014.

NUNES, A. P.; OLIVEIRA, A. C.; BERNE, M. E. A;; BORBA, M. S. S; ECHEVARRIA, F;;
VAZ, C. M.; CARVALHO, F. I. F. Estudo da variabilidade genética de resisténcia a
nematddeos gastrintestinais em ovinos da raga Corriedale com marcadores RAPD. Revista
Brasileira Agrociéncia, v.13, p.25-33, 2007.



32

PAIVA, S. R. Caracterizacao da diversidade genética de ovinos no Brasil com quatro
técnicas moleculares. 2005. 118p. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento) —
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-MG.

PETERS, S.; KIZILKAYA, K.; GARRICK, D.; FERNANDO, R.; REECY, J.; WEABER, R.;
SILVER, G.; THOMAS, M. Bayesian genome-wide association analysis of growth and
yearling ultrasound measures of carcass traits in Brangus heifers. Journal of Animal science,
v.90, p.3398-3409, 2012.

PETRINI, J. Incorporacéo de informagdes gendémicas no desenvolvimento de indices
econdmicos para a selecédo de bovinos leiteiros. 2016. 134 f. TESE (P6s graduacdo em
Ciéncia Animal e Pastagem), Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba,
2016.

PERTILE, S. F. N. Selec&o e analise de associacdo gendmica em dados simulados e da
qualidade da carne de ovinos da raca Santa Inés. 2016. 92 f. Tese. (P6s Graduacéo e
Ciéncia Animal e Pastagens) - Universidade de S&o Paulo- Escola Superior deAgriculturaa
“Luiz de Queiroz”, Sdo Paulo.

PURCELL, S.; NEALE, B.; TODD-BROWN, K.; THOMAS, L.; FERREIRA, M.A.;
BENDER, D.; MALLER, J.; SKLAR, P.; DE BAKKER, P.l.; DALY, M.J. PLINK: a tool set
for whole-genome association and population-based linkage analyses. The American
Journal of Human Genetics, v. 81, p. 559-575, 2007.

POWELL, E.J.; VISSCHER, P. M.;GODDARD, M. E., Reconciling the analysis of IBD and
IBS in complex trait studies. Nature, v. 11, p. 800-805, 2010.

PRASAD, K. V. S.,; AO, Z,; YOON, Y.; WU, M. X.; RIZK, M.; JACQUOT, S,;
SCHLOSSMAN, S. F. CD27, a member of the tumor necrosis factor receptor family, induces
apoptosis and binds to Siva, a proapoptotic protein. Immunology, v. 94, p.6346-6351, 1997.

PRINCE, L. L. L.; GOWANE, G.R.; SWARNKAR, C. P.; SINGH, D.; ARORA, A. L.
Estimates of genetic parameters for faecal egg count of Haemonchus contortus infection and
relationship with growth traits in Avikalin sheep. Tropical Animal Health and Production,
v. 42, p.785-791, 2010.

RADOSTITS, O.M.; BLOOD, D.C.; HENDDERSON, J.A. Clinica Veterinaria. 7ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan. 1994. 1121p.

RAMOS, C.I. BELLATO, V.; AVILA, V. S.; COUTINHO, G. C.; SOUZA, A. P. Resisténcia
de parasitos gastrintestinais de ovinos a alguns anti-helminticos no estado de Santa Catarina,
Brasil. Ciéncia Rural, v.32, n.3, p.473-477, 2007.

RATH, S,; SCHRODER, C. H. K.; SILVA, C. R.; FERREIRA, F. O.; DIONIZIO, A. C,;
DAL, BOSCO, S. M. Avermectinas no agronegdcio brasileiro: Uma solugdo ou um
problema. Veterinaria e Zootecnia. v. 26, p. 8-24, 2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schlossman%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9177220

33

REGO NETO, A. A. Arquitetura Genética E Associacdo Genémica Ampla Para
Caracteristicas De Tamanho Corporal Em Ovinos Santa Inés. 2017. 79 f. TESE (Pos
graduacdo em ciéncia animal), Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

RESENDE, M. D. V.; LOPES, P. S.; SILVA, R. L.; PIRES, I. E. Selecdo gendmica ampla
(GWS) e maximizacdo da eficiéncia do melhoramento genético. Pesquisa Florestal
Brasileira, n. 56, p. 63-77, 2008.

RIGGIO, V.; MATIKA, O.; PONG-WONG, R.; STEAR, M. J.; BISHOP, S. C. Genome-wide
association and regional heritability mapping to identify loci underlying variation in nematode
resistance and body weight in Scottish Blackface lambs. Heredity, v.110,p. 420-429, 2013.

RILEY, D.G.; VAN WYK, J.A. Genetic parameters for FAMACHA score and related traits
for host resistance/resilience and production at differing severities of worm challenge in a
Merino flock in South Africa. Veterinary Parasitologic, v.164, n.1, p.44-52, 2009.

RINCON, G.; WEBER, K. L.; VAN EENENNAAM, A. L. V.; GOLDEN, B. L,;
MEDRANO, J. F. Hot topic: Performance of bovine high-density genotyping platforms in
Holsteins and Jerseys. American Dairy Science Association, v.94, 2011.

RODRIGUES, F. N. Genetica da Resisténcia a verminose em ovinos Santa Inés. 2016. 62
f. Dissertagdo (P6s Graduacdo em Ciéncia Animal), Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2016.

SHAKYA, K.P.; MILLER, J.E.; HOROHOV, D.W. A Th2 type of immune response is
associated with increased resistance to Haemonchus contortus in naturally infected Gulf Coast
Native lambs. Veterinary Parasitology, v.163, p.57-66, 2009.

SALLE, G.; JACQUIET, P.; GRUNER, L.; CORTET, J.; SAUVE, C.; PREVOT, F.;
GRISEZ, C.; BERGEAUD, J.P.; SCHIBLER, L.; TIRCAZES, A.; FRANCOIS, D.; PERY,
C.; BOUVIER, F.; THOULY, J. C.; BRUNEL, J. C.; LEGARRA, A.; ELSEN, J.M.; BOUIX,
J.; RUPP, R.; MORENO, C.R. A genome scan for QTL affecting resistance to Haemonchus
contortus in sheep. Journal of Animal Science, v.90, p.4690-4705, 2012.

SALES, J. I. M. AVALIACAO DE ASPECTOS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM
CAPRINOS CO-INFECTADOS COM Corynebacterium Salvador. 2016, 113 f. TESE
(Po6s-graduagdo em Imunologia), Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

SAYERS, G.; GOOD, B, HANRAHAN, J. P.; RYAN, M.; SWEENEY, T. Intron of the
interferon gama gene: It s role 1 nematode resistance in Sulffolk and Texel sheep breeds.

Research in Veterinary Science. v.79, p.191-196, 2005.

SCHAEFFER, L. R. Strategy for applying genome-wide selection in dairly cattle. Journal of
Animal Breeding and Genetics, v. 123, p.218-223, 2006.

SILVA SOBRINHO, A. G. Criagéo de ovinos. 3. ed. FUNEP: Jaboticabal, 302p. 2006.



34

SOUSA, W. H.; MORAIS, O. R.; LOBO, R. N. B. Ovinos Santa Inés: Estado da Arte e
pespectivas. In: Simpdsio Internacional Sobre Caprinos E Ovinos De Corte (SINCORTE), 2.,
2003, Jodo Pessoa. Anais... Jodo Pessoa: CEEI /EMEPA PB, 2003. p.501-522.

SU, G.; MADSEN P.; NIELSEN U.S.; MANTYSAARI E.A.; AAMAND G.P.;
CHRISTENSEN O.F.; LUND M.S. Genomic prediction for Nordic Red Cattle using onestep
and selection index blending. Journal of Dairy Science, v.95, p.909-917, 2012.

SUN, X.; HABIER, D.; FERNANDO, R. L.; GARRICK, D. J.; DEKKERS, J. C. Genomic
breeding value prediction and QTL mapping of QTLMAS2010 data using Bayesian methods.
BMC Proceedings, v.5, 2011.

VANRADEN, P. M. Avoiding bias from genomic pre-selection in converting daughter
information across countries. Interbull Bull. v.45, p.1-5, 2012.

TEIXEIRA, D. B. A. Anélise Gendmica Da Caracteristica Habilidade De Permanéncia
Em Bovinos Da Raca Nelore. 2016. 38 f. Dissertacdo (P6s Graduacdo emGenética e
Melhoramento Animal), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, Jaboticabal.
2016.

TURNER, L. B.; HARRISON, B. E.; BUNCH, R. J.; PORTO NETO, L. R.; LI, Y.
T.; BARENDSE, W. A genome wide association study of tick burden and milk
composition in cattle. Animal Producion Science, v.50, p. 235-245, 2010.

UTSUNOMIYA, Y. T.; CARMO, A. S.; CARVALHEIRO, R.; NEVES, H. H. R.; MATOS,
M. C.; ZAVAREZ, L. B.; O’'BRIEN, A. M. P.; SOLKNER, J.; McEWAN, J. C.; COLE, J. B,;
TASSELL, C. P. V.; SCHENKEL, F. S.; SILVA, M. V. G. B.; PORTO NETO, L. R;;
SONSTEGARD, T. S.; GARCIA, J. F. Genome-wide association study for birth weight in
Nellore cattle points to previously described orthologous genes affecting human and bovine
height. BMC Genetics, v.14, 2013.

VANRADEN, P. M. Efficient methods to compute genomic predictions. Journal of Dairy
Science, v. 91, p. 4414-23, 2008.

VELA, P.A.; KINGRAVI, H.A.; CELEBI, M.E. A comparative study of efficient
initialization methods for the K-means clustering algorithm. Expert Systems with
Application, v.40, n.1, p. 200-210, 2012.

VISSCHER, P. M.; BROWN, M. A.; MCCARTHY, M. I.; YANG, J. Five Years of GWAS
Discovery. The American Journal of Human Genetics, v.90, p.7-24, 2012.

WANG, H.; MISZTAL, |.; AGUILAR, |.; LEGARRA, A.; FERNANDO, R.L.; VITEZICA,
Z.; OKIMOTO, R.; WING, T.; HAWKEN, R.; MUIR, W.M. Genome-wide association
mapping including phenotypes from relatives without genotypes in a single-step (SSGWAS)
for 6-week body weight in broiler chickens. Frontiers in genetics, v.5, n.134, 2014.

YANG, J.; BENYAMIN B.; MCEVOY, B. P.; GORDON, S.; HENDERS, A. K.; NYHOLT,
D. RMADDEN, P. A.; HEATH, A. C.; MARTIN, N. G.; MONTGOMERY, G. W,;



35

GODDARD, M. E.; VISSCHER, P. M. Common SNPs explain a large proportion of the
heritability for human. Nature Genetics, v.42, p. 565-571, 2010.

WILKIE, H.; NICOL, L.; GOSSNER, A.; HOPKINS, J. Mucosal Expression of T Cell Gene
Variants Is Associated with Differential Resistance to Teladorsagia circumcincta. PL0oS
ONE.

WRIGHT, S. Coefficients of inbreeding and relationship. American Naturalist, v. 51, p.
636-639, 1917.



CAPITULO |

Parametros genéticos gendmicos para resisténcia a verminose em ovinos de corte

36



37

Parametros genéticos gendmicos para resisténcia a verminose em ovinos de corte

Gleyson Vieira dos Santos™ e José Lindenberg Rocha Sarmento®

Wpés Graduando do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal — UFPI. e-mail:

gleyson.vieira@yahoo.com

@professor do DZO/UFPI e Pesquisador do CNPg, e-mail: sarmento@ufpi.edu.br

Resumo: Objetivou-se estimar componentes de (co) variancias e parametros genéticos para a
caracteristica resisténcia a verminose em ovinos Santa Inés, por meio de modelo animal
tradicional e modelo com informacGes genémicas, em analises uni e multicaracteristicas. Para
tanto, foram utilizadas informacgdes contagem de ovos por grama de fezes (OPG), grau de
anemia (FAMACHA) e resisténcia genética a verminose (RV) oriundas de 1.478 animais
criados nos estados do Piaui e Maranhdo, com registro na Associacdo Brasileira de Criadores
de Ovinos. Desse total, foram genotipados 271 animais utilizando-se SNPs Chip de alta
densidade Ovine 50K da Illumina. Ap6s o controle de qualidade, foram utilizados 43.164
SNPs. Os componentes de (co) variancia e parametros genéticos foram estimados adotando
um modelo com informagdes genémicas e um modelo tradicional (com base nas informac6es
de pedigree), em analises unicaracteristica e multicaracteristica. Para comparacdo dos
modelos foi utilizada a acuracia de predicdo. Quando a informacdo genémica foi adotada,
verificou-se ganho relativo em acuracia de 33,3%, 77,7% e 30,3% na andlise unicaracteristica
para RV, OPG e FAMACHA, respectivamente. Independente da analise utilizada, houve
ganho de acurdcia em todas as caracteristicas estudadas com a inclusdo de informacao
genbmica, principalmente devido a reducdo do erro de predicdo, o que resultou em
consequente aumento na acuracia. Para RV, as estimativas de herdabilidade variaram de 0,25
(modelo unicaracteristico gendmico) a 0,54 (modelo multicaracteristico tradicional). Com
relagdlo a FAMACHA, considerando os modelos multicaracteristicos, a estimativa de
herdabilidade variou de 0,54 com modelo tradicional a 0,46 com modelo genémico. As
estimativas de correlacdo genética variaram de 0,22 a 0,69. A inclusio da informagio genomica
proporcionou estimativas de parametros genéticos mais acurados para RV, OPG e
FAMACHA, em comparacdo ao modelo animal com informacdes de pedigree, em analises
uni e multicaracteristica.

Palavras-chave: acurdcia, correlacdo genética, herdabilidade, modelo animal, polimorfismo
de nucleotideo simples
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Abstract: In this study we aimed to estimate (co)variance components and genetic parameters
for resistance to nematode infection in Santa Inés sheep by traditional BLUP and using
genomic information, in single- and multi-trait analyses. Information of faecal egg count
(FEC), degree of anemia (FAMACHA) and resistance to nematode infection (RNI) from
1,478 sheep reared in the states of Piaui and Maranh&o (Brazil) and registered by the Brazilian
Association of Sheep Breeders were used. A total of 271 animals were genotyped using the
Illumina Ovine SNP 50K. After quality control, 43,164 SNPs were used. The (co) variance
components and genetic parameters were estimated using a model with genomic information
and a traditional model (based on pedigree information), in single- and multi-trait analyses.
For the comparison of models, the accuracy of prediction was used. When genomic
information was used in single-trait analysis the relative gains in accuracy were 33.3, 77.7 and
30.3% for RNI, FEC and FAMACHA, respectively. Regardless of the analysis used, there
was a gain of accuracy for all the traits in study. These gains were primarily due to the
reduction of the prediction error, which consequently resulted in increase in accuracy. For
RNI the heritability estimates ranged from 0.25 (single-trait genomic model) to 0.54
(traditional multi-trait model). Considering the multi-trait models, the heritability estimates
for FAMACHA ranged from 0.54 using the traditional model to 0.46 using the genomic
model. Estimates of genetic correlation ranged from 0.22 to 0.69. The inclusion of genomic
information provided more accurate estimates of genetic parameters for RNI, FEC and
FAMACHA, in comparison with the pedigree-based animal model, in single- and multi-trait
analyses.

Keywords: accuracy, animal model, genetic correlation, heritability, single nucleotide
polymorphism
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Introducgéo

A verminose consiste em um dos principais fatores limitantes na ovinocultura, pois
qguando o animal apresenta alta carga parasitaria pode rapidamente chegar a obito, ou, gerar
prejuizos, como perda de peso, queda no desempenho produtivo e reprodutivo e menor
desenvolvimento corporal (MARTINS et al., 2017).

Devido a isso, a resisténcia a verminose vem sendo objeto de estudo ao longo dos
tempos (BISHOP et al., 1996; SAYERS et al.,, 2005; BERTON et al., 2017;). Como a
resisténcia genética a verminose é uma caracteristica de dificil mensuracao, as pesquisas sdo
realizadas com base em caracteristicas que estdo de alguma maneira, associadas com a
resisténcia a verminose, como por exemplo, contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
(ASSENZA et al., 2015) ou coloracdo da mucosa conjuntiva medida pelo método de
FAMACHA (RYLEY; VAN WYK, 2009). J& ARAUJO (2017) propbs a caracteristica
resisténcia a verminose como sendo uma combinacdo de OPG, escore de condicdo corporal,
contagem de hematécrito e FAMACHA por meio de analise de agrupamento, o que
possibilitou separar os animais em subgrupos que possam inferir sobre a resisténcia ou nao do
animal, de modo a facilitar os estudos genéticos para resisténcia a verminose.

Na selecdo genética, é de fundamental importancia que as estimativas dos componentes
de variancias bem como a predicdo dos valores genéticos sejam o mais acurados possiveis.
Porém, tanto a estimacdo quanto a predi¢do de valores genéticos mais acurados é dificultada
pelo nimero limitado de registros fenotipicos das caracteristicas associadas com a resisténcia
a verminose, principalmente em ovinos de corte, em virtude do baixo nimero de rebanhos
com boa escrituragdo zootécnica.

Uma alternativa para melhorar a acurdcia na estimacdo dos parametros para
caracteristicas com pequeno numero de registros fenotipicos, seria 0 uso de modelos
multicaracteristicos (ISMAEL et al., 2017), que utiliza informacGes adicionais de
caracteristicas correlacionadas. Além disso, o uso de informagdes gendmicas pode melhorar a
acuracia na estimacdo dos pardmetros genéticos e a predigdo de valores genéticos,
principalmente para caracteristicas de dificil mensuragdo em diferentes espécies
(DAETEYLER etal., 2012; ISMAEL et al., 2017; LOPES et al., 2017).

Em estudos comparando as estimativas de parametros genéticos para OPG e
crescimento em ovinos, com informac6es de pedigree e informacfes gendmicas, ASSENZA
et al. (2014) verificaram que o uso das informacfes moleculares aumenta a acuracia das

estimativas de parametros genéticos. Poucos sdo os trabalhos que utilizam modelos
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multicaracteristicos com informacgdes gendmicas na estimacao dos componentes de variancias
e parametros genéticos podendo-se citar apenas LOURENCO et al. (2014) e ISMAEL et al.
(2017), ambos em com bovinos leiteiros.

Assim, objetivou-se com esta pesquisa estimar os componentes de (co)variancias e
pardmetros genéticos para a caracteristica resisténcia a verminose por meio de uma
abordagem tradicional baseada nas informacdes de pedigree e abordagem que combina

informacdes de pedigree com informac6es gendémicas em analises uni e multicaracteristicas.

Material e Métodos

Foram utilizadas informacdes de 1.478 ovinos da raga Santa Inés com idade superior a
oito meses pertencentes a rebanhos criados no Meio-Norte do Brasil (estados do Pl e MA),
dos quais 498 animais tinham registro de contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555
de FAMACHA, e 275 animais com informacgdes da caracteristica de RV. O sistema de
producédo predominante adotado pelas fazendas foi o semi-intensivo, de modo que os animais
passavam parte do tempo no pasto e posteriormente eram recolhidos ao final da tarde. Os
fenotipos foram coletados apenas quando a vermifugacdo tinha sido realizada a mais de 30
dias do dia da coleta.

As caracteristicas consideradas na pesquisa foram resisténcia a verminose (RV),
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coloragdo da mucosa conjuntiva
(FAMACHA). A caracteristica resisténcia a verminose foi determinada de acordo com
ARAUJO (2017), em que o autor analisou qual a melhor formade representar a caracteristica
resisténcia a verminose (RV) com base em andlise de agrupamento por meio do método k-
means. No presente estudo, a caracteristica resisténcia genética a verminose, foi formada com
auxilio da analise de agrupamento ndo hierarquico utilizando o algoritmo K-means, a partir da
combinacdo das caracteristicas OPG, FAMACHA, escore de condi¢do corporal (ECC) e
contagem de hematocrito (HCT).

O procedimento K-means iniciou-se com a escolha do K-subgrupos (K=3) e o
posicionamento dos centroides de cada grupo no espaco de atributos. Na defini¢cdo dos
centroides foram levadas em consideracdo as caracteristicas associadas a resisténcia a
verminose citadas anteriormente, determinando o centroide como ponto medio para cada
grupo. Depois da definicdo da localizacdo destes centroides, cada animal foi associado ao
centroide mais proximo, por meio da distancia euclidiana como medida de similaridade

(OLIVEIRA et al., 2015). Assim, quando todos os animais foram associados a algum
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centroide, estes foram recalculados. Este procedimento repetiu-se até que ndo houvesse
diferenca nos centros dos grupos. As caracteristicas ECC e HCT foram utilizadas somente
para a determinacdo da caracteristica RV. Foram formados trés grupos a partir das
combinacdes das caracteristicas OPG, FAMACHA, ECC e HCT. Desta forma, a resisténcia a
verminose foi determinada como categdrica, em que o valor 1 foi atribuido aos animais
resistentes, 2 aos animais com resisténcia intermediaria e 3 aos animais sensiveis. Animais
que foram alocados na classe 1 para a caracteristica resisténcia possuiam os menores valores
para OPG e FAMACHA e 0s maiores para ECC e HCT. Os animais com valores opostos para
essas mesmas caracteristicas foram alocados na classe 3. J& os animais com valores
intermediarios foram designados a classe 2, de modo a constituir a caracteristica resisténcia a
verminose com os fenotipos 1, 2 e 3.

As amostras de fezes para contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foram
coletadas diretamente da ampola retal. Para quantificar o nimero de ovos por grama de fezes,
foi utilizada uma solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl) e leitura a0 microscopio em
camara McMaster conforme GORDON; WHITLOCK (1939).

A coloracdo da conjuntiva ocular dos animais foi realizada de acordo com o método
FAMACHA, com atribuicdo de nota variando de 1 (coloracdo vermelho robusto) a 5
(coloracdo palida, branco) ( VAN WYK; BATH, 2002).

Amostras de sangue que foram utilizadas para realizar a extracdo do DNA foram
coletadas da veia jugular, ap6s a realizacdo da antissepsia do local (alcool iodado), com
auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit da 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
Biotecnologia). Apds a extracdo, foi realizada a quantificagdo do DNA, por meio de
Fluoroespectofotdbmetro NanoDrop 3300, com o kit Intercalante AccueBlue dsDNA. O DNA
obtido foi estocado em freezer a -20°C até as analises subsequentes.

A genotipagem foi realizada para 271 animais com o chip de alta densidade BeadChip
Ovine SNP50k, que contem 54.241 SNPs uniformemente espacados nos cromossomos do
genoma ovino. O chip de SNPs foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da
[Nlumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de genotipagem, que foi seguido de

acordo com o fabricante (disponivel em www.illumina.com), consistiu nos seguintes passos
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principais: (1) amplificacdo isotérmica; (2) incubacdo das amostras (overnight); (3)
fragmentacdo das amostras, (4) precipitacéo e ressuspensao, (5) preparacdo do BeadChip e (6)
hibridizacdo (overnight); (7) extensdo enzimética de uma Unica base, (8) visualizacdo das
imagens na plataforma iScan e (9) resultados gerados.

O processo de amplificacéo isotérmica visou aumentar na ordem de centenas de vezes
a concentracdo do DNA, evitando assim, que este fosse um fator limitante e influenciasse, de
forma negativa, os resultados. O material sofreu precipitacdo com alcool e ressuspensdo. O
DNA foi submetido a acdo de enzimas do tipo end-point que fragmentam em locais
especificos da sequéncia, evitando a quebra excessiva do DNA. Posteriormente a esses
processos, 0 DNA gendmico se anelou a 50 bases ligadas covalentemente a cada Bead,
(representa um locus especifico). A lamina foi submetida a corantes que foram incorporados
aos Beads e que permitiram a diferenciacdo dos gendtipos. Por fim, os fluoréforos ligados aos
Beads foram submetidos a um conjunto de lasers que permitiu que o sinal de fluorescéncia
fosse captado e analisado pela plataforma iScan.

O controle de qualidade dos genotipos foi realizado com o pacote HapEstXXR do
programa estatistico R, de modo que, considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossdmicos com Genecall Score > 0,70, Minor Allele Frequency (MAF)>0,05, além de Call
Rate>0,95 e SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg ( P>107). Ap6s o controle de qualidade
restaram para as analises 43.164 SNPs.

A idade dos animais foi agrupada em trés classes de idade (Cl), assim discriminadas:
ClI=1 animais com até dois anos de idade; CI=2 animais com idade superior a dois ano e
menor que quatro anos; e C1=3 animais com idade igual ou superior a quatro anos. O tipo de
nascimento (TN) dos animais foi considerado na analise como: parto simples (TN=1) e parto
maltiplo (TN=2). Para OPG foi utilizada a transformacéo logaritmica, com base na formula
OPG = logl0 (OPG +10), porque esta caracteristica ndo atende a pressuposicdo de
normalidade.

Para a formacdo dos grupos contemporaneos (GC) foram considerados ano de
nascimento, estado de cada propriedade (local), tipo de nascimento e propriedade. Grupos de
contemporaneos com menos de dois animais foram excluidos. Apos analise desses fatores,
editou-se um arquivo considerando as caracteristicas estudadas, as identificacdes dos animais,
grupos de contemporaneos, sexos e classe de idade. A matriz dos numeradores dos

coeficientes de parentesco de Wright continha 1478 animais, deste 498 tinham informacdes de
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contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555 de FAMACHA, e 275 animais com
informac®es da caracteristica de RV.

Os componentes de variancia foram estimados utilizando modelo animal linear para
OPG e de limiar para FAMACHA e RV, por meio da Inferéncia Bayesiana (GIANOLA;
FERNANDO, 1986), adotando duas abordagens. A primeira foi realizada baseada no
pedigree, incluindo a matriz de relacionamentos A no modelo genético em analise
unicaracteristica (U-MA) e multicarateristica (M-MA). Na segunda abordagem foi utilizado
modelo animal genémico de passo Unico (AGUILAR et al.,2009; LEGARRA et al., 2010;
MISZTAL et al., 2009) que utiliza a matriz H, a qual combina a matriz A e a matriz G para
0s animais gendtipados, mediante analise unicaracteristica (U-MAG) e multicarateristica (M-
MAG).

O modelo genético é expresso a seguir:

Y=XB+Za+e [1]

em que: Y =(Y;, Y,e Y;) sdo os vetores das observacdes fenotipicas (RV, OPG e
FAMACHA); X = (X;, X;, e X3), sdo as matrizes (n x p) de incidéncia relacionando os
fendtipos aos efeitos sistematicos; g = (B, B2, e B3 ) sdo os vetores de efeitos sistematicos
que incluiu grupos contemporaneos (ano de nascimento, estado, tipo de nascimento e
propriedade), sexo, e idade do animal; Z = (Z,, Z, e Z;) sdo matrizes (n x n) de incidéncia
do efeito genético aditivo; @ = (a4, a, e a3 ) sdo os vetores efeito genético aditivo direto de
cada animal, com ~N (0,Ac2) na abordagem baseada no pedigre e a ~N (0,Ho?2) para
abordagem gendmica, em que o2 é a varidncia genética aditiva e H é a matriz de
relacionamento que combina a informacGes de pedigree com as genémicas ; e é 0 vetor de
efeitos residuais, e ~N (0, 162).

A matriz H foi calculada de acordo com proposto por LEGARRA et al.(2009), como a

sequir:

-1 -1
H=a+{tede O a0 p{tadel O [2]

em que, | € uma matriz de identidade, os subscritos 1 e 2 denotam animais ndo genotipados e
gendtipos, respectivamente e G é a matriz de relacionamentos genéticos construida e
dimensionada como descrito por VANRADEN (2008).

_ (M-P)(M—-P)!
22;’11 p](l_p])’

[3]

em que M é uma matriz que especifica quais alelos de marcador cada individuo herdou com

m colunas (m € o ndmero total de marcadores) e n linhas (n € o niumero total de individuos
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genotipados); e P € uma matriz com a frequéncia do segundo alelo (p;), expressa em 2p;. M;;
foi assumido O se o genotipo do individuo i para SNP j fosse homozigoto AA, 1 se
heterozigoto ou 2 se o genotipo fosse homozigoto BB.
A inversa da matriz H foi calculada como segue:
H‘1=A‘1+[0 710 1} [4]
0 G -A,
em que A™ é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacéo de pedigree, G* ¢ a

inversa da matriz de parentesco genémico, que foi construida e dimensionada como descrito
por VANRADEN (2008), e A} ¢ a inversa da matriz de parentesco baseada no pedigree para

animais genotipados. A matriz H foi construida dimensionando G baseada em Ay
considerando que a média da diagonal de G é igual a média da diagonal de A, e a média dos
elementos fora da diagonal de G é igual a média dos elementos fora da diagonal em A;,, para
reduzir o viés nas variancias geneticas e genémicas dos EBVs (VITEZICA et al., 2011).

Para a estimativas das distribuicGes a posteriori dos componentes de (co)variancias,
pardmetros geneticos e valores genéticos preditos nos diferentes cendrios descritos
anteriormente, foi utilizada uma Unica cadeia de 800.000 de ciclos com descarte inicial de
100.000 ciclos (burn-in) e retirando-se uma amostra a cada 100 ciclos, totalizando 7.000
amostras, a partir das quais as inferéncias foram realizadas.

A dimenséo de burn-in e o intervalo de amostragem para o tamanho de cadeia foram
definidos por meio de anélises preliminares, com as quais a convergéncia e a distribuicdo das
amostras foram avaliadas utilizando o programa POSTGIBBSF90 (MISZTAL et al., 2002),
que permite analises graficas, o teste diagnostico de GEWEKE (1992) e o erro de Monte
Carlo (SORENSEN; GIANOLA, 2002).

As estimativas oriundas da anéalise sob o0 modelo [1] foram posteriormente adotadas na
predicdo dos valores genéticos, desenvolvidas nos programas da familia BLUPF90
(MISZTAL et al., 2002). Esta predicdo foi realizada sob abordagem BLUP tradicional,
baseada na matriz de relacionamentos A, e ssGBLUP, baseada na matriz H, incluindo-se 0s
efeitos descritos no modelo [1].

O critério utilizado para a comparacdo dos dois modelos e a incluséo da informacao

gendmica foi a habilidade preditiva (r;) conforme sugerido por VAN VLECK (1993).

2_ o2
r= it [5]
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em que o2 é a variancia genética aditiva da caracteristica, ep; é o erro padrdo do valor
genético predito de cada animal. Desta forma, a acurdcia de cada modelo, com e sem
informacdo genémica, foi calculada como a média da acurdcia predita para os valores

genéticos de todos os animais participantes da anélise.

Resultados e discusséo

De acordo com os critérios adotados a convergéncia da cadeia de Gibbs foi alcangada
para todas as caracteristicas estudadas, assim como o tamanho da cadeia de Gibbs utilizada foi
suficiente para obtencdo da estacionalidade das posteriori das distribuicdes marginais,
independente do modelo adotado. Resultado diferente foi verificado por BABA et al. (2016),
em que o modelo animal com informagcdo genémica exigiu uma cadeia maior para
convergéncia em comparagdo com o modelo animal Tradicional. Os autores atribuiram esse
aumento da cadeia devido ao maior numero de informac6es com a inclusdo das informacGes
genbmicas.

Os valores das acuracias preditivas de cada modelo variaram de 0,002 com modelo
animal unicaracteristico tradicional (U-MA) a 0,36 com os modelos animal multicaracteristico
genémicos (M-MAG) (Tabela 1). A maior eficiéncia foi verificada com o0s modelos
gendmicos, unicaracteristico(U-MAG) e multicaracteristico (M-MAG). A acuracia preditiva
para RV com modelo animal unicaracteristico tradicional (U-MA) foi de 0,11, ja quando foi
adotando o modelo animal unicaracteristico genémico a acurécia foi igual a 0,20, o que
corresponde a um ganho em acuécia igual a 45%, caracterizando maior eficiéncia do modelo
para estimar os componentes de (co)variancia e parametros genéticos. Este mesmo cenario foi
observado para as caracteristicas OPG e FAMACHA, com ganhos em acuracia, iguais,
respectivamente, a 0,80 e 0,99%.

Em outro cenario, para as caracteristicas RV, OPG e FAMACHA, considerando
modelos unicaracteristicos tradicional (U-MA), as acuracias foram, respectivamente, 0,11,
0,02 e 0,002. J& ao considerar o modelo multicaracteristico tradicional (M-MA), as acuracias
aumentaram, respectivamente, para 0,24, 0,08 e 0,23, o que indica a maior habilidade
preditiva exercida pelos modelos multicaracteristicos. Um aumento nas acuracias também foi
verifica quando sdo comparados 0s modelos uni e multicaracteristico genémicos. O aumento
na acuracia com o uso dos modelos multicaracteristicos gendbmicos se deve a quantidade
adicional de informacéo disponivel proporcionada pelo modelo multicaracteristico aliada com

as informacdes genbmicas que proporcionam estimativas de parentesco mais acuradas.
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ISMAEL et al. (2017) também verificaram a superioridade do modelo multicaracteristico em

relacdo aos unicaracteristicos. Em estudo com informac6es de gado leiteiro, AGUILAR et al.

(2011) verificaram que o uso de um modelo multicaracteristicos dobrou a acurécia da

predicdo gendmica para a taxa de concepgdo em bovinos da raga Holstein dos EUA.

Tabela 1. Acuracias preditivas e eficiéncia ao incluir as informacgdes gendmicas (entre
parénteses) utilizando modelos uni (U) e multicaracteristico (M), com (MAG) e sem (MA)
informacBes genbmicas, para as caracteristicas resisténcia a verminose (RV), contagem de

ovos por grama de fezes (OPG) e coloragdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA) em ovinos

Santa Inés.
Unicaracteristico Multicaracteristico
U-MAG U-MA M-MAG M-MA EF
RV 0,20 (45%0) 0,11 0,36 (33,3%0) 0,24 44,44%
OPG 0,10 (80%0) 0,02 0,36 (77,7%) 0,08 72,22%
FAMACHA 0,17 (99%0) 0,002 0,33 (30,3%0) 0,23 48,48%

EF; Eficiéncia comparando os modelos unicaracteristicos e multicaracteristico gendmicos.

Ao incluir as informacdes gendbmicas TONUSSI et al. (2017) verificaram ganhos
médio em acuracia de 30% ao ser adotado 0 modelo genémico em relacdo modelo tradicional
em uma populagdo simulada de bovinos de corte com presenca de reprodutores maltiplos.
Esses autores recomendam o uso da informacdo genémica, especialmente para situacdes de
incerteza de informacdo no pedigree.

Ao ser considerado os modelos multicaracteristicos, M-MA e M-MAG, verifica-se
que, a inclusdo da informagdo gendmica aumentou a acuracia para as caracteristicas RV, OPG
e FAMACHA (33,3%, 77,7% e 30,3%, na mesma ordem). No geral as acuracias obtidas com
0s modelos com informacdo genémica foram superiores as estimativas com o uso do modelo
tradicional, independente do uso do modelo em analise uni ou multivariada. A explicagédo do
aumento observado da acuracia é que os dados gendmicos fornecem outra fonte de
informacdo, de forma a tornar a analise mais robusta. Outra possivel explicacdo para a maior
eficiéncia dos modelos genémicos frente aos tradicionais, seria o fato de que as informac6es
de pedigree poderia estar sujeito a erros, como observado por (CARNEIRO et al., 1999;
CARNEIRO et al., 2006; REGO NETO, 2017), ja com o uso das informacdes moleculares

esses erros sdo minimizados e o parentesco estimado seja mais proximo do verdadeiro,
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fazendo com que as estimativas dos pardmetros genéticos sejam, também, mais proximo do
verdadeiro valor.

Os componentes de variancias diferiam tanto no modelo utilizado quanto no tipo de
andlise utilizada (Tabela 2). Associando estas diferencas nas estimativas dos componentes de
variancias com a eficiéncia obtida com 0s modelos gendmicos, fica evidente que com 0 uso
desses modelos os compentes de variancias estimados adotando os modelos gendmicos sao
mais proximos dos verdadeiros valores, dada a maior acurdcia. No cenario em que sdo
comparadas as estimativas dos componentes de variancias, adotando andlises
unicaracteristicas com modelo genémico (U-MAG) e modelo tradicional (U-MA), verifica-se
comportamentos diferentes quanto as variancias geneéticas aditivas. A variancia genética
aditiva para RV diminui de 5,88 com U-MA, para 3,83 considerando o modelo com
informac@es gendmicas (U-MAG). Para OPG e FAMACHA ocorreu o contrario, as variancias
genéticas aditivas aumentaram de 0,04 e 0,07 para respectivamente, 0,07 e 0,17 ao adotar o
U-MAG.

Ao analisar as variancias residuais para RV, obtidas com os dois modelos, por meio da
analise unicaracteristicas € notério que ao considerar 0 modelo U-MA, parte da variancia
residual foi direcionada para a variancia aditiva. Ja ao considerar o modelo U-MAG ocorreu o
contrario. Para OPG e FAMACHA ocorreu o contrario, a variancia residual diminui de 0,62 e
0,28 para, respectivamente 0,60 e 0,20 ao considerar o U-MAG.

Em outro cenario, em que sdo comparadas as estimativas de componentes de
variancias obtidos com os modelos genémicos em analises uni (U-MAG) com as obtidas em
analises multicaracteristicas (M-MAG), as variancias genéticas aditivas para as caracteristicas
RV, OPG e FAMACHA aumentaram de 3,83, 0,07 e 0,17 para, respectivamente, 8,29, 0,26 e
0,20. J& ao comparar os modelos tradicionais em analises uni (U-MA) com as
multicaracteristicas (M-MA) as variancias genéticas aditivas para as caracteristicas RV, OPG
e FAMACHA, aumentaram de 5,88, 0,04 e 0,07 com U-MA para 9,52, 0,29 e 0,23 com M-
MA. Uma das causas do aumento das variancias genéticas aditivas se deve ao fato dos
modelos multicaracteristicos utilizarem maior nimero de informacBes levando em
consideracdo as relacbes entre as caracteristicas, no qual possibilitaram resgatar parte da
variancia genética aditiva (SARMENTO et al., 2006), ou ainda a reducéo do Vviés existente nas
analises que consideram apenas o desempenho de uma caracteristica individualmente como
critério de avaliacdo (PEDROSA et al., 2014).
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Outro fator que contribui para as mudangas nos componentes de variancia foram as
informacBes gendmicas, pois com o uso das mesmas € calculado o parentesco realizado. Além
disso, a matriz de relagbes genémicas captura tanto a segregacdo mendeliana quanto o0s
relacionamentos genéticos através de ancestrais comuns desconhecidos, que ndo estdo
disponiveis no pedigree conhecido (SU et al. 2012). Com isso 0s componentes de variancias
sdo estimados com maior acurécia, ou seja, com o uso das informacgdes gendmicas ocorre uma
melhor particdo dos componenetes de variancias.

As estimativas da variancia residual para as caracteristicas RV e OPG foram mais
altas, quando obtidas com os modelos gendmicos em analises unicaracteristicas (U-MAG) em
comparacao as estimadas com os modelos gendmicos em analises multicaracteristicas (M-
MAG). Ja para a caracteristica FAMACHA, a maior variancia residual foi verificada ao
adotar o M-MAG (Tabela 2). O mesmo comportamento foi vericiado ao comparar as
variancias residuais obtidas com os modelos U-MA com M-MA.

De forma geral, ao considerar os modelos tradicional (M-MA) e gendmico (M-MAG)
multicaracteristicos, as estimativas de variancia genética aditiva paras as caracteristicas RV,
OPG e FAMACHA aumentaram quando comparados com as estimativas obtidas com 0s
modelos tradicional (U-MA) e modelos genémico unicaracteristicos (U-MAG). Ao adotar o
modelo gendmico multicaracteristico (M-MAG) as estimativas de varidncias genéticas
aditivas para RV, OPG e FAMACHA diminuiram quando comparadas com as obtidas com
modelo tradicional multicaracteristico (M-MA) (Tabela 2).

Quando comparada a inclusdo ou ndo das informagdes genémicas dentro da mesma
analise, ficou evidente que os componentes de variancias foram diferentes, indicando que com
0s modelos genémicos a particdo dos componentes de variancia foi mais eficiente. Uma
possivel explicacdo é o fato da inclusdo das informacgdes genéticas genémicas, possibilitar
estimacdo do coeficiente de parentesco entre 0s animais mais proximo do real do que o
parentesco calculado com base nas informgdes de pedigree. O uso de estimativas de
componentes de variancias errdbneos pode afetar as estimativas de herdabilidades e valores
genéticos, comprometendo o conhecimento dos valores mais proximos dos verdadeiros, o que
consequentemente ird refletir nos ganhos genéticos a serem alcancados na populacdo sob
selecdo com estimativas menos acuradas.

Ao adotar o0 modelo animal gendmico leva-se em consideragdo o parentesco realizado

entre 0s animais por meio da matriz de parentesco gendmica, tais matrizes tem o potencial de
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explicar, de forma mais acurada, quase a totalidade da variancia genética (VANRADEN,
2008; YANG et al., 2011).

Tabela 2. Estimativas de componentes de variancias e herdabilidade das caracteristicas de
resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes (OPG), coloragdo da
mucosa conjuntiva (FAMACHA) em ovinos Santa Inés por meio de modelos

multicaracteristicos.

Modelo Animal Gendmico Modelo Animal Tradicional
o2  o? of h? o2 o2 of h?
UNI RV 3,83 11,64 15,46 0,25 5,88 9,70 1558 0,38

OPG 0,07 0,60 0,67 0,10 0,04 0,62 0,66 0,06
FAMACHA 0,17 0,20 0,37 0,45 0,07 0,28 0,34 0,20

MULT RV 8,48 8,70 17,18 0,49 9,52 8,03 17,55 0,54
OPG 0,26 0,53 0,79 0,33 0,29 0,51 0,80 0,36
FAMACHA 0,20 0,42 0,62 0,32 0,23 0,40 0,63 0,37

oz — variancia genética aditiva; o7 - variancia residual; o - variancia fenotipica; h* -

herdabilidade; UNI — analise unicaracteristica; MULT — analise multicaracteristica.

Para a caracteristica RV as estimativas de herdabilidade obtidas adotando os modelos
genémico (U-MAG) e tradicional (U-MA) unicaracteristicos foram, respectivamente, 0,25 e
0,38. Quando foi considerado o modelo gendmico multicaracteristico(M-MAG) a estimativa
foigual a 0,46, ao passo que com modelo tradicional multicaracteristico(M-MAG) a
herdabilidade estimada aumentou para 0,54 (Tabela 2). Quando comparado os modelos
dentro de cada anélise, verifica-se que as estimativas de herdabilidade obtidas com os
modelos gendmicos foram menores do que as obtidas com os modelos tradicionais, sendo que
com os modelos genémicos foi possivel estimar as herdabilidade mais préximas do
verdadeiro valor para a caracteristica, uma vez que 0S mesmo apresentaram maior acuracia.

A escolha dos modelos e tipos de analises interferiram nas estimativas de
herdabilidade para RV, e consequentemente, nas tomadas de decisbes, uma vez que a
herdabilidade paritcipa diretamente da predicdo do ganho genético. Por exemplo, a estimativa
de herdabilidade obtida com a anélise unicaracteristica adotando modelo tradicional (U-MA)
foi aproximadamente 34% superior a obtida com o0 modelo genémico (U-MAG). Com base na
herdabilida estimada com o U-MA (0,38) poderia esperar que 0 ganho genético fosse maior,
quando na verdade o ganho seria menor, de acordo com o valor de herdabilidade estimada

com o modelo U-MAG (0,25). J& ao considerar os modelos em analises multicaracteristicas
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tradicional (M-MA) e genémico (M-MAG) as estimativas de herdabilidades foram altas,
respectivamente, iguais a 0,54 e 0,49. Com isso a selecdo dos animais possibilitard ganhos
genéticos satisfatorios.

ARAUJO (2017) estimando pardmetros genéticos com um modelo tradicional para a
resisténcia genética a verminose obteve herdabilidade igual a 0,33 em andlise unicaracteristica
e 0,52 com andlise multicaracteristica. Confrontado as estimativas de herdabilidades obtidas
com o modelo uni e multicaracteristico genémico, percebe-se que ocorreu aumento ao adotar
0 modelo multicaracteristico genémico (M-MAG). Isso se deve principalmente ao aumento da
variancia genética aditiva, mesmo aumento também verificado ao se adotar o modelo animal
tradicional.

Com relacdo a caracteristica OPG as estimativas de herdabilidade variaram de 0,06
com o modelo tradicional (U-MA) a 0,10 com modelo gendmico (U-MAG), ambos em
andlise unicaracteristica. Com base nesses valores de herdabilidade a selecdo fenotipica
promoveria baixo ganho genético, pois a caracteristica € bastante influenciada pelo ambiente,
assim, métodos de selecdo mais eficientes, como a metodologia BLUP, seria mais eficiénte.

Estimativas de herdabilidade semelhantes para OPG foram encontradas por BERTON
et al. (2017), que também encontraram herdabilidade igual a 0,10 adotando o modelo
gendmico em andlise unicaracteristica. J4 RODRIGUES (2016) ao adotar modelo tradicional
em analise unicaracteristica, obteve estimativa igual a 0,05. Ao considerar os modelos
multicaracteristicos as estimativas de herdabilidades foram de magnitude moderada a alta, de
0,36 com modelo tradicional (M-MA) e 0,33 com o modelo genémico (M-MAG),
possibiliando assim obter ganhos genéticos satisfatorios, quando comparada com as
estimativas obtidas com os modelos unicaracterisitcos. Quando compara-se 0s modelos
multicaracteristicos, tradicional e gendmico, percebe-se diminuicdo da estimativa de
herdabilidade, passando de 0,36 com modelos tradicional (M-MA) para 0,33 adotando
modelo gendmico (M-MAG). Essa diminuicao se deve a correta particdo dos componentes de
variancia, ou seja, parte da variancia residual estava sendo considerada como variancia aditiva
considerando M-MA.

Para a caracteristica FAMACHA, verificou-se estimativa de herdabilidade de baixa
magnitude, igual a 0,20, quando considerado 0 modelo U-MA, e 0,45 ao adotar o0 modelo U-
MAG, aumento de aproximandamente 44%. A estimativa de herdabilidade obitida com o

modelo U-MAG foi superior a obtida por BERTON et al. (2017), embora sejam valores
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proximos, no qual obteve estimativa de herdabilidade igual a 0,35 utilizando modelo
gendmico em andlise unicaracteristica.

Ao analisar as estimativas das correlacbes genéticas verifica-se que, ocorreram
diferencas entre os valores estimados para as correlacfes. Entre RV e OPG a correlagéo
genética estimada foi igual a 0,59, adotando modelo animal genémico multicaracteristico (M-
MAG) e igual a 0,69 com o modelo animal tradicional multicaracteristico (M-MA), ambas
foram positivas, porém com uma diferenca na magnitude (Tabela 3). Os valores das
correlagcdes genéticas positivas indicam que parte dos genes estdo envolvidos na expressao
das duas caracteristicas. Assim, ao selecionar os animais considerando menores valores
genéticos para OPG pode ocorrer indireetamente melhoria na resisténcia genética dos ovinos,
expressa pelos menores valores de RV. De acordo com a correlacdo genética estimada com o
modelo tradicional, espera-se que a relacdo genética entre as duas fosse maior, porém, ao
considerar o modelo mais acurado (M-MAG) verificou-se uma estimativa de correlagédo
genética entre RV e OPG moderada, 0o que sugere que a selecdo de animais resistentes
somente com base no OPG pode nédo seria tdo eficaz. A correlacdo genética estimada nesta
pesquisa por meio do modelo M-MA foi menor do que a encontrada por ARAUJO (2017),
que foi de 0,77 entre RV e OPG, todavia a estrutura de dados utilizado por ARAUJO (2017)
para OPG foi menor que a utilizada nesta pesquisa.

Tabela 3. Estimativas de correlacBes entre as caracteristicas resisténcia a verminose (RV),
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), coloracdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA)
em ovinos Santa Inés sob anélises multicaracteristicas, por meio do modelo genémico (acima

da diagonal) e modelo tradicional (abaixo da diagonal).

RV

OPG FAMACHA
RV 0,59 0,61
OPG 0,69 0,22
FAMACHA 0,49 0,23

As correlagfes genéticas estimadas entre RV e FAMACHA foram positivas, de 0,61
adotando o modelo genémico (M-MAG) e 0,49 com o modelo Tradicional (M-MA),
comparando essas duas correlacdes € verificado que com o modelo tradicional a caracteristica
FAMACHA estad menos relacionada geneticamente com a resisténcia do que o OPG. Ja com o
modelo genémico essa ordem se inverte, a caracteristica FAMACHA estd mais ligada com a
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RV, apesar das estimativas de correlagfes genéticas serem bem préximas. Com base nos
valores dessas correlacbes estimadas foi verificado que a caracteristica resisténcia a
verminose estd associada geneticametne com FAMACHA e OPG de forma moderada, o que
pode diminuir a eficiéncia da selecéo indireta para resisténcia por meio da selecéo para OPG
e/ou FAMACHA.

As menores correlacdes genéticas foram estimadas entre OPG e FAMACHA adotando
0 modelo genémico (M-MAG) a estimativa foi igual a 0,22, e com 0 modelo tradicional (M-
MA), a estimativa foi de 0,23. Esses valores de correlcdo estdo préoximo dos valores
encontrado por RODRIGUES (2016), no qual o autor encontrou correlagcdo genética igual a
0,17 entre OPG e FAMACHA, sugerindo baixa proporcao de genes, com efeito pleiotropico
para OPG e FAMACHA.

No presente estudo, com o uso das informag6es genémicas utilizadas nos modelos foi
possivel obter estimativas de parametros genéticos mais acurados quando comparado com 0s
modelos tradicionais. Os modelos multicaracteristicos, proporcionaram estimativas d
eparametros genéticos mais acurados. Geralmente hd uma quantidade limitada de dados para
caracteristicas que sdo dificeis ou caras de medir, caracteristicas de resisténcia a verminose.
Ao usar informagfes de caracteristicas correlacionadas e mais facilmente medidas, um
modelo multicaracteristico ird melhorar a acuracia dos modelos, e melhorar as estimativas de

parametros genéticos, como mostrado com esta pesquisa.

Concluséo

Os modelos gendmicos proporcionaram melhoras na particdo dos componentes de
variancias, o que resultou em estimativas de parametros genéticos mais acurados, quando
comparados aos modelos tradicionais.

As estimativas de herdabilidades e de correlagbes genéticas diferiram quanto aos
modelos utilizados. De acordo com os valores de herdabilidade obtidos com os modelos
multicaracteristicos gendmicos, ganho genético satisfatorio pode ser alcangado para a
caracteristica resisténcia a verminose em ovinos de corte.

As correlacdes geneticas entre RV e OPG, obtidas com o modelo genémico, indicam
que a selecdo de animais resistentes a verminose por meio do OPG ou FAMACHA pode néo

ter a eficiéncia esperada.
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Resumo: Objetivou-se predizer valores genéticos gendmicos por meio do método ssGBLUP
e comparar com o0s valores genéticos preditos pela metodologia BLUP tradicional, para
avaliar a eficiéncia da inclusdo da informacdo gendmica quanto a acurdcia preditiva e a
ordenacdo dos animais pelos valores genéticos preditos por ambas metodologias. Para tanto,
foram utilizados 1.478 animais criados nos estados do Piaui e Maranhdo, com registro na
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos. Desse total, foram genotipados 271 individuos
utilizando-se o SNPChip de alta densidade Ovine 50K da Illumina. Apdés o controle de
qualidade, foram utilizados 43.164 SNPs. Para a predicdo dos valores genéticos foram
adotados os métodos ssGBLUP e BLUP tradicional, utilizando modelos unicaracteristicos em
ambos. Foram considerados nos modelos os efeitos aleatdrios (animal e residual) e efeitos
fixos, que incluiram grupos de contemporaneos (ano de nascimento, estado, tipo de
nascimento e propriedade), sexo e idade do animal no momento da pesagem. No que diz
respeito as acuracias preditivas, 0 método ssGBLUP proporcionou maiores acuracias, quando
comparado com a metodologia BLUP tradicional. Os ganhos em acurécia ao utilizar o método
ssGBLUP foram de 45%, 80% e 99%, respectivamente, para as caracteristicas RV, OPG e
FAMACHA. O ganho médio em acuréacia com o uso do método ssGBLUP foi de 57,52%. Ao
considerar todos 0s animais, as correlagdes de ordem foram no geral baixas, variando de -0,13
a 0,17. Para RV, a herdabilidade diminuiu de 0,38, com o método BLUP tradicional, para
0,25, adotando 0 ssGBLUP. Para OPG, a estimativa de herdabilidade aumentou de 0,06, com
BLUP tradicional, para 0,10, adotando o ssGBLUP. A medida que a porcentagem de
individuos selecionados diminuiu, as correlacdes ficaram negativas. Para FAMACHA, a
maior correlacdo estimada entre os valores genéticos preditos com os dois métodos estudados
foi encontrada considerando a intensidade de selecdo de 1% (0,35). As correlagdes entre 0s
valores genéticos preditos considerando todos os animais na analise foram de magnitude
baixa, variando de -0,20 a 0,25, indicando divergéncia entre os valores genéticos preditos
adotando os dois metodos. O método ssGBLUP foi mais eficiente para avaliacdo genética de
ovinos Santa Inés para resisténcia a verminose, quando comparado ao método BLUP
tradicional.

Palavras chaves: ovinos, predi¢do do valor genético , selecdo gendmica, ssGBLUP
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Abstract: The objective of this study was to predict genomic breeding values for resistance to
nematode infection in Santa Inés sheep using the single-step genomic BLUP (ssGBLUP) and
the traditional BLUP methods and compare the results of both,, in order to evaluate prediction
accuracy and the ranking of animals based on their predicted breeding values obtained using
both methodologies. Data of faecal egg count (FEC), degree of anemia (FAMACHA) and
resistance to nematode infection (RNI) from 1,478 sheep reared in the states of Piaui and
Maranhéo (Brazil) and registered by the Brazilian Association of Sheep Breeders were used.
A total of 271 animals were genotyped using the Illumina Ovine SNP 50K. After quality
control, 43,164 SNPs were used. The ssGBLUP and traditional BLUP methods were adopted
using single-trait models for the prediction of breeding values. The models included
contemporary groups (year of birth, state, type of birth, and farm), sex, and age of the animal
at the moment of collection as fixed effects, and animal and residual as random effects. The
ssGBLUP method provided higher prediction accuracies,in comparison to the traditional
BLUP. The gains in accuracy using ssGBLUP were 45, 80 and 99% for RNI, FWEC and
FAMACHA, respectively. The average gain in accuracy using sSGBLUP was 57.52%. When
considering all animals in study, rank correlations were generally low (from -0.13 to 0.17).
For RNI the heritability estimate decreased from 0.38 (traditional BLUP) to 0.25 (ssSGBLUP).
For FEC occurred an increase in heritability from 0.06 (traditional BLUP) to 0.10
(ssGBLUP). As the percentage of selected individuals decreased, rank correlations were
negative. For FAMACHA the highest correlation (0.35) was found considering the intensity
of selection of 1%. The correlations between predicted breeding values considering all the
animals in the analysis had low magnitude, ranging from -0.20 to 0.25. This result may
indicate divergence between the predicted breeding values adopting the two methods in study.
The ssGBLUP method was more efficient than the traditional BLUP for genetic evaluation of
Santa Inés sheep for resistance to nematode infection.

Keywords: genomic selection, prediction of breeding value, sheep, ssGBLUP
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Introducgéo

A verminose gastrintestinal consiste em um dos principais fatores que afetam um
sistema de producdo de ovinos. Os animais acometidos pela verminose tem seu desempenho
produtivo e reprodutivo comprometido e, dependendo da carga parasitaria podem chagar a
6bito (AMARANTE, 2004). O tratamento amplamente adotado é o uso dos anti-helminticos,
muitas vezes de forma repetida, o que pode fazer com que o verme adquira resisténcia aos
principios ativos existentes. Além disso, os residuos dos anti-helminticos eliminados nas fezes
dos animais podem causar impacto para a fauna do solo e trazer riscos a seguranca alimentar
(CERQUEIRA et al., 2014).

Por ser uma caracteristica herdavel (AMARANTE, 2004) a alternativa para o controle
a verminose seria selecionar ovinos geneticamente resistentes. A selecdo pode ser realizada
com base em informacdes fenotipicas de caracteristicas que estdo associadas com a resisténcia
como, a contagem de ovos por grama de fezes (GOLDBERG et al., 2012; RIGGIO et al.,
2013) e a coloracdo da conjuntiva ocular pelo método FAMACHA (RILEY; VAN WYK
2009).

Com o advento da genética molecular o processo de selecdo dos animais tem-se
tornado mais eficiente, pois se tornou possivel estimar de forma mais acurada o parentesco
entre os animais (CLARK et al., 2012). Isso proporcionou maior ganho em acuracia na
predicdo dos valores genéticos, principalmente para caracteristicas complexas e de dificil
mensuracao.

Varios métodos foram propostos para a predicdo genbmica, utilizando informacgdes
fenotipicas e de pedigree por meio do melhor preditor linear ndo viesado (BLUP)
tradicionalmente utilizado e, quando possivel, utilizando informacfes genémicas para a
predicdo do valor genético gendémico. Porém, como varios bancos de dados ndo possuem a
totalidade de seus animais genotipados, LEGARRA et al. (2009) e MISZTAL et al. (2009) e
AGUILAR et al. (2010) propuseram o método, BLUP gendmico em passo unico (sSGBLUP)
para predizer valores genéticos gendmicos considerando simultaneamente informacdes
fenotipicas, de pedigree e informacGes do DNA oriundas de marcadores moleculares de base
unica (SNP). A incluséo da informacdo do DNA foi proposta pela substituicdo da matriz de
relacionamento baseada em pedigree (A), do BLUP tradicional, pela matriz H, que combina a
matriz A e uma matriz de relagbes gendmicas (G). TONUSSI et al. (2017) verificaram a
eficiéncia do método ssGBLUP quanto a predi¢do de valores genéticos, em comparagdo como
BLUP tradicional.
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Diferentes métodos de selecdo foram utilizados na selecdo gendmica em ovinos. Por
exemplo, BIAGIOTTI (2016) comparou diferentes métodos bayesianos de selecdo genémica,
para caracteristicas associadas a resisténcia a verminose e BOLORMAA et al. (2017)
utilizaram o GBLUP e o BayesR para predicdo gendmica para caracteristica de &, em ovinos
da raca Merino. No entanto, para caracteristicas de dificil mensuracdo, como a resisténcia a
verminose, poucos estudos com o ssGBLUP foram desenvolvidos, principalmente em ovinos.
Assim, objetivou-se com esta pesquisa avaliar a eficacia do emprego do método ssGBLUP na
avaliacdo genética de ovinos de corte para resisténcia a verminose em ovinos da raga Santa

Inés.

Material e Métodos

Foram utilizadas informacdes de 1.478 ovinos da raca Santa Inés com idade superior a
oito meses pertencentes a rebanhos criados no Meio-Norte do Brasil (estados do Pl e MA),
dos quais 498 animais tinham registro de contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555
de FAMACHA, e 275 animais com informacdes da caracteristica de RV. O sistema de
producdo predominante adotado pelas fazendas foi o semi-intensivo, de modo que os animais
passavam parte do tempo no pasto e posteriormente eram recolhidos ao final da tarde. Os
fendtipos foram coletados apenas quando a vermifugacdo tinha sido realizada a mais de 30
dias do dia da coleta.

As caracteristicas consideradas na pesquisa foram resisténcia a verminose (RV),
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coloragdo da mucosa conjuntiva
(FAMACHA). A caracteristica resisténcia a verminose foi determinada de acordo com
ARAUJO (2017), em que o autor analisou qual a melhor formade representar a caracteristica
resisténcia a verminose (RV) com base em analise de agrupamento por meio do método k-
means. No presente estudo, a caracteristica resisténcia genética a verminose, foi formada com
auxilio da analise de agrupamento ndo hierarquico utilizando o algoritmo K-means, a partir da
combinacdo das caracteristicas OPG, FAMACHA, escore de condi¢do corporal (ECC) e
contagem de hematdécrito (HCT).

O procedimento K-means iniciou-se com a escolha do K-subgrupos (K=3) e o
posicionamento dos centroides de cada grupo no espaco de atributos. Na definicdo dos
centroides foram levadas em consideracdo as caracteristicas associadas a resisténcia a
verminose citadas anteriormente, determinando o centroide como ponto médio para cada

grupo. Depois da definicdo da localizacdo destes centroides, cada animal foi associado ao
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centroide mais proximo, por meio da distancia euclidiana como medida de similaridade
(OLIVEIRA et al., 2015). Assim, quando todos os animais foram associados a algum
centroide, estes foram recalculados. Este procedimento repetiu-se até que ndo houvesse
diferenca nos centros dos grupos. As caracteristicas ECC e HCT foram utilizadas somente
para a determinacdo da caracteristica RV. Foram formados trés grupos a partir das
combinac6es das caracteristicas OPG, FAMACHA, ECC e HCT. Desta forma, a resisténcia a
verminose foi determinada como categérica, em que o valor 1 foi atribuido aos animais
resistentes, 2 aos animais com resisténcia intermediaria e 3 aos animais sensiveis. Animais
que foram alocados na classe 1 para a caracteristica resisténcia possuiam 0s menores valores
para OPG e FAMACHA e os maiores para ECC e HCT. Os animais com valores opostos para
essas mesmas caracteristicas foram alocados na classe 3. Ja os animais com valores
intermediarios foram designados a classe 2, de modo a constituir a caracteristica resisténcia a
verminose com os fenotipos 1, 2 e 3.

As amostras de fezes para contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foram
coletadas diretamente da ampola retal. Para quantificar o namero de ovos por grama de fezes,
foi utilizada uma solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl) e leitura ao microscopio em
camara McMaster conforme GORDON; WHITLOCK (1939).

A coloragdo da conjuntiva ocular dos animais foi realizada de acordo com o método
FAMACHA, com atribuicdo de nota variando de 1 (colora¢do vermelho robusto) a 5
(coloracdo palida, branco) ( VAN WYK; BATH, 2002).

Amostras de sangue que foram utilizadas para realizar a extragdo do DNA foram
coletadas da veia jugular, apds a realizacdo da antissepsia do local (&lcool iodado), com
auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit da Qiagen DNeasy Blood & Tissue
segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Terminada a extracédo, 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
Biotecnologia). Apo6s a extracdo, foi realizada a quantificacio do DNA, por meio de
Fluoroespectofotobmetro NanoDrop 3300, com o kit Intercalante AccueBlue dsDNA. O DNA
obtido foi estocado em freezer a -20°C até as analises subsequentes.

A genotipagem foi realizada para 271 animais com o chip de alta densidade BeadChip
Ovine SNP50k, que contem 54.241 SNPs uniformemente espagados nos cromossomos do

genoma ovino. O chip de SNPs foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da
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[llumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de genotipagem, que foi seguido de
acordo com o fabricante (disponivel em www.illumina.com), consistiu nos seguintes passos
principais: (1) amplificacdo isotérmica; (2) incubacdo das amostras (overnight); (3)
fragmentacéo das amostras, (4) precipitacdo e ressuspensao, (5) preparacdo do BeadChip e (6)
hibridizacdo (overnight); (7) extensdo enziméatica de uma Unica base, (8) visualizacdo das
imagens na plataforma iScan e (9) resultados gerados.

O processo de amplificacéo isotérmica visou aumentar na ordem de centenas de vezes
a concentracdo do DNA, evitando assim, que este fosse um fator limitante e influenciasse, de
forma negativa, os resultados. O material sofreu precipitacdo com alcool e ressuspensdo. O
DNA foi submetido a acdo de enzimas do tipo end-point que fragmentam em locais
especificos da sequéncia, evitando a quebra excessiva do DNA. Posteriormente a esses
processos, 0 DNA gendmico se anelou a 50 bases ligadas covalentemente a cada Bead,
(representa um locus especifico). A lamina foi submetida a corantes que foram incorporados
aos Beads e que permitiram a diferenciacdo dos gendtipos. Por fim, os fluoréforos ligados aos
Beads foram submetidos a um conjunto de lasers que permitiu que o sinal de fluorescéncia
fosse captado e analisado pela plataforma iScan.

O controle de qualidade dos genétipos foi realizado com o pacote HapEstXXR do
programa estatistico R, de modo que, considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossdémicos com Genecall Score > 0,70, Minor Allele Frequency (MAF)>0,05, além de Call
Rate>0,95 e SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg ( P>107). Ap6s o controle de qualidade
restaram para as analises 43.164 SNPs.

A idade dos animais foi agrupada em trés classes de idade (CI), assim discriminadas:
ClI=1 animais com até dois anos de idade; Cl=2 animais com idade superior a dois ano e
menor que quatro anos; e Cl1=3 animais com idade igual ou superior a quatro anos. O tipo de
nascimento (TN) dos animais foi considerado na analise como: parto simples (TN=1) e parto
maltiplo (TN=2). Para OPG foi utilizada a transformacéo logaritmica, com base na formula
OPG = logl0 (OPG +10), porque esta caracteristica ndo atende a pressuposicdo de
normalidade.

Para a formacdo dos grupos contemporaneos (GC) foram considerados ano de
nascimento, estado de cada propriedade (local), tipo de nascimento e propriedade. Grupos de
contemporaneos com menos de dois animais foram excluidos. Apo6s analise desses fatores,
editou-se um arquivo considerando as caracteristicas estudadas, as identificacdes dos animais,

grupos de contemporaneos, sexos e classe de idade. A matriz dos numeradores dos


http://www.illumina.com/

65

coeficientes de parentesco de Wright continha 1478 animais, deste 498 tinham informacdes de
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555 de FAMACHA, e 275 animais com
informac®es da caracteristica de RV.

Os componentes de (co)variancias e parametros genéticos foram estimados assumindo
modelos animais linear para OPG e de limiar para FAMACHA e RV, mediante inferéncia
Bayesiana em analises unicaracteristica adotando o método BLUP tradicional (HENDERSON
1949), que utiliza a matriz de parentesco A baseada nas relagdes de parentesco determinadas
pela informacdo de pedigree, e o0 método BLUP Gendmico em passo Unico (ssGBLUP)
(AGUILAR et al.,2009; LEGARRA et al., 2010; MISZTAL et al., 2009), que utiliza a matriz
H, a qual combina a matriz A e a matriz G para 0s animais gendtipados.

Para a avaliacdo genética 0 mesmo modelo animal foi adotado para os dois métodos,
diferindo apenas quanto ao uso das matrizes de relacionamento genético. O modelo animal
utilizado pode ser representado da seguinte forma:

Y =Xb+Za+e,

em que: Y € o vetor de observacBes fenotipicas; X é a matriz de incidéncia
relacionando os fendtipos aos efeitos sistematicos, b € o vetor de efeitos sistematicos que
incluiu grupos contemporaneos (ano de nascimento, estado, tipo de nascimento e
propriedade), sexo, e idade do animal no momento da coleta , Z é a matriz de incidéncia que
relaciona os fendtipos aos animais; @ é o vetor de efeitos genéticos genébmicos dos animais,
assumindo a ~ N (0,Hc?), em que H a matriz dos coeficientes de relacionamento que
combina todos os animais no pedigree e a matriz genémica e a variancia aditiva genética o2;
€ ¢ o vetor de efeitos residuais, assumindo e ~ N (0,162), em que | é a matriz identidade e
02; é a variancia residual.No método ssGBLUP, foi utilizada a matriz H, na qual foi calculada

de acordo com proposto por LEGARRA et al.(2009), como a seguir:

A AL 0 AypAst 0
H=A +{ 124122 } G- A I 1 { 224121 }’
A RS T B

em que, | € uma matriz de identidade, os subscritos 1 e 2 denotam animais ndo genotipados e
genotipos, respectivamente e G & a matriz de relacionamentos genéticos construida e
dimensionada como descrito por VANRADEN (2008):

(M —-P)Y(M - P)
T2 (=)

em que M é uma matriz que especifica quais alelos de marcador cada individuo herdou com

G

m colunas (m é o nimero total de marcadores) e n linhas (n é o nimero total de individuos
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genotipados); e P € uma matriz com a frequéncia do segundo alelo (p;), expressa como 2p;. M;
foi assumido O se o genOtipo do individuo i para SNP j fosse homozigoto AA, 1 se
heterozigoto ou 2 se o genotipo fosse homozigoto BB.
A inversa da matriz H foi calculada como segue:
H‘1=A‘l+[0 710 1}
0 G"-A,
em que A™ é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacéo de pedigree; G* ¢ a

inversa da matriz de parentesco gendmico, que foi construida e dimensionada como descrito
por VANRADEN (2008); e A,,€ a inversa da matriz de parentesco baseada no pedigree para

animais genotipados. A matriz H foi construida dimensionando G baseada em Ay
considerando que a média da diagonal de G ¢ igual a média da diagonal de A,, e a média dos
elementos fora da diagonal de G é igual a média dos elementos fora da diagonal em A,,. Isso
ajuda a reduzir o viés nas variancias genéticas e genémicas dos EBVs (CHEN et al., 2011,
FORNI et al., 2011; VITEZICA et al., 2011).

Para a estimativas das distribuicGes a posteriori dos componentes de (co)variancias,
parametros genéticos e valores genéticos preditos por ambas as metodologias, foi utilizada
uma unica cadeia de 800.000 de ciclos com descarte inicial das 100.000 amostras geradas
(burn-in) e retirando-se uma amostra a cada 100 ciclos, totalizando 7.000 amostras, a partir
das quais as inferéncias foram realizadas.

A dimensdo de burn-in e o intervalo de amostragem para o tamanho de cadeia foram
definidos por meio de andlises preliminares, com as quais a convergéncia e a distribuicdo das
amostras foram avaliadas utilizando o programa POSTGIBBSF90 (MISZTAL et al., 2002),
que permite analises gréficas e utiliza o teste diagnostico de GEWEKE (1992) e o erro de
Monte Carlo (SORENSEN; GIANOLA, 2002).

O criterio utilizado para a comparacdo dos dois métodos foi a acurdcia preditiva
conforme sugerido por VAN VLECK (1993):

2 2
Og—ep;

oG

=

em que r; é a acuracia preditiva, 2 é a variancia genética aditiva da caracteristica; ep; € o erro
padrdo do valor genético predito de cada animal para cada carcateristica. Desta forma, a
acuracia de cada método foi calculada como a média da acuracia predita para todos os animais

participantes da analise.
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A correlacdo de Pearson entre os valores genéticos preditos pelos métodos BLUP
tradicional e ssGBLUP foram estimadas para cada caracteristica, de modo a averiguar a
relacdo entre os dois valores genéticos.

A classifica¢do dos animais com base nos valores genéticos preditos por meio dos dois
métodos foi avaliada com base na correlagdo de Sperarman entre os valores genéticos (EBV)
e os valores genéticos genémicos (GEBV), em diferentes cenarios de intensidade de selecéo.
Esta correlacdo permite a analise de variaveis a partir do posto ou ranque de acordo com a
classificacdo dos animais a partir dos valores genéticos preditos pelas duas metodologias em
estudos. A correlacdo de Spearman é dada como:

_ X df
n(n?—1)

em que; p € o Coeficiente de Correlagdo de Spearman; dZé a diferenca entre as

p=1

ordenacgdes; n € 0 nimero de pares de ordenacdes.
Foram criados cinco cendrios diferentes de sele¢do, considerando todos os animais nas
analises e considerando as proporcfes de selecdo de 1%, 5%, 10% e 20% dos melhores

animais para as diferentes caracteristicas.

Resultados e discusséo

A diferenca entre os elementos da diagonal e de fora da diagonal foi 1,879 para a
inversa da matriz gendmica (G) e de 0,536 para a matriz A, (Tabela 1). Essas diferencas sio,
possivelmente, indicacdes de falhas no pedigree, essas falhas sdo principalmente devido ao
fato das estimativas de parentesco tradicional negligenciar os efeitos da endogamia acumulada
ao longo das geracdes e ndo considerarem os erros pedigree acumulados entre as geracoes
passadas. Isto € minimizado pelo uso das informagfes genémicas, por meio das quais &
estimado o parentesco entre 0s animais mais proximo do real.

Ao comparar as estimativas de parentesco obtidas com matriz A, matriz de parentesco
tradicional, com aquela referente ao parentesco gendmico, REGO NETO (2017) observou
discrepéncias nas estimativas para diferentes situacfes. O autor verificou que os animais que
possuiram parentesco zero na matriz A, apresentaram valores de parentesco variando de 0,16
a 0,8 com a matriz G. Outros grupos de animais que apresentaram parentesco de 0,5 na matriz
A, ao ser considerado a matriz G esse animais apresentavam parentesco de 0,25 . Além disso,
foi observado um grupo de animais endogamicos com parentesco superior a 1,0, em G, e ndo

endogamicos em A.
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A estimativa de correlagdo entre os elementos fora da diagonal de A22 e G foi de 0,43,
corroborando com a ideia de erros no pedigree. Para uma matriz G bem estruturada espera-se
que as diferencas entre os elementos dentro e fora da diagonal de cada matriz, apresentem
desvios menores que 0,04 (WANG et al., 2011). O coeficiente de correlacdo entre os
elementos da matiz de parentesco obtida a partir de informac6es de pedigree pela matriz com
o0s elementos obtidos com base em dados gendmicos da Matriz G foi de 0,62. Isto evidencia
que ocorreram diferencas quanto a estimacdo de parentesco com o uso das informacdes de
pedigree e gendmicas. De acordo com LOPES et al. (2013) a matriz A pode ter menor
precisdo devido a erros de pedigree e a coeficientes de endogamia e de relacionamento que
sdo, super ou subestimados, 0 que pode afetar nas estimativas de parametros genéticos e na
na predicao dos valores genéticos dos animais.

A diferenca (Diff) entre a média dos elementos da diagonal (AvgD) e fora da diagonal
(AvgOff) pode influenciar na estimativas dos coeficientes de varidncias genética aditivas.
Com isso é esperado que, quanto menor essa diferenca, maiores serdo as estimativas de

variancias genética aditivas (FORNI et al., 2011).

Tabela 1. Médias da diagonal (AvgD) e fora da diagonal (AvgOff) para o inverso das
matrizes de relacionamento com base em pedigree (Az,) e matriz de relagdo genémica (G).

Matriz AvgD AvgOff Diff Cor
Gt 1,872 -0,007 1,879

0,62
Azy 0,533 -0,003 0,536

Diff: Diferenca entre as médias dos elementos dentro e fora da diagonal; Cor: correlacdo entre
todos os elementos das matrizes G~ com os elementos da matriz A51.

As acuracias obtidas com uso do BLUP tradicional foram baixas (0,11, 0,02 e 0,002,
respectivamente, para as caracteristicas RV, OPG e FAMACHA). Ao considerar o0 método
ssGBLUP as acurarias aumentaram para 0,20, 0,10 e 0,17, respectivamente, para as
caracteristicas RV, OPG e FAMACHA.

O ganho em acurécia quando adotado o método ssGBLUP, possivelmente, seja devido
a correta estimacéo de parentesco entre os animais (CLARK et a., 2012). Isso porque com as
informagdes gendmicas é possivel calcular de forma mais acurada o parentesco existente entre
0s animais, 0 que promove melhor ajuste nos relacionamentos genéticos. O parentesco
baseado somente no pedigree, ndo leva em consideragéo o efeito da variagcdo da recombinagao

génica, negligencia os efeitos da endogamia acumulada ao longo das geracdes e ndo considera
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0s erros de pedigree acumulados entre as gerac6es passadas (MASTRANGELDO et al., 2016).
Além disso, em muitas situacdes, a informacéo de pedigree pode nédo estar disponivel ou estar
incompleta. Isto impede ou dificulta o uso de informacg6es de parentes. O que pode afetar o
processo de avaliacdo genética dos animais.

Com isso, informacOes de SNP sdo usadas para rastrear todas as relages entre 0s
animais de uma determinada populacdo, de modo que o parentesco € baseado na similaridade
dos alelos sem o uso de informac6es genealdgicas (FISHER et al., 2009; HARA et al., 2010).
Isso justifica a maior acuracia dos modelos genémicos em relacdo aos modelos de avaliagbes

genética tradicionais.

Tabela 2. Estimativas de herdabilidade e acuracia (ganho em acurécia em relacdo ao BLUP
entre parénteses), para resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) e coloracdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA) em ovinos Santa Inés sob analises

unicaracteristica.

ssGBLUP BLUP
h? Acuréacia h? Acuracia
RV 0,25 0,20 (45%) 0,38 0,11
OPG 0,10 0,10 (80%) 0,06 0,02
FAMACHA 0,45 0,17 (99%) 0,20 0,002

Os ganhos em acuracia ao adotar o0 método ssGBLUP foram de 45%, 80% e 99%
respectivamente, para as caracteristicas RV, OPG e FAMACHA. O ganho médio em acurécia
com o uso do método ssGBLUP foi de 57,52 %. Este ganho foi superior ao obtido por
TONUSSI et al. (2017) em bovinos de corte (22 a 30%), a0 compararem 0 ganho em
eficiéncia com o método ssGBLUP em realacdo ao uso do BLUP tradicional. Ao estimarem
valores genéticos para producdo de leite em caprinos, MUCHA et al. (2015) verificaram
ganho em acurécia de 5,2% com uso de ssGBLUP em comparacdo ao uso do método BLUP
tradicional.

As estimativas de herdabilidades para as caracteristicas RV, OPG e FAMACHA
variacdo de acordo com a metodologia utilizada. Ao associar 0 ganho em acurécia com a
mudanca na estimativa da herdabilidade para cada caracteristica, percebe-se que com o uso de
informagdes gendmicas as herdabilidades estdo mais proximas do verdadeiro valor, de acordo

com as acurcias preditivas.



70

Para RV a herdabilidade diminui de 0,38 (modelo tradicional) para 0,25 (modelo
gendmico). Esta reducdo esta relacionada com a diferenca na particdo das variancias pelos
dois métodos utilizados. Acredita-se que a melhor estimava seja quando consideradas a
informacdes gendmicas, como observado por (ASSENZA et al., 2014; KOIVULA et al.,
2015).

Por outro lado, as herdabilidades para OPG e FAMACHA tiveram um aumento ao
considerar o modelo gendmico, passando de 0,06 para 0,10 e de 0,20 para 0,45 para,
respectivamente, OPG e FAMACHA. A estimativa de herdabilidade encontrada neste estudo
para OPG, com uso do modelo genémico esta de acordo com a herdabilidade (0,11) obtida
por BERTON et al. (2017), no qual o método e a transformacéo logaritmica log,;, (OPG +10)
foi semelhante a desse estudo. Ja para FAMACHA a estimativa de herdabilidade otidida nesse
estudo, considerando as informacgdes genémicas (0,45), foi maior do que a obtida por
BERTON et al. (2017), seguindo a mesma metodologia. Isso pode indicar que os modelos que
consideram informacdes gendmicas proporciona estimativas mais acuradas (MISZTAL et al.,
2011; ASSENZA et al., 2014 ) em relagdo ao BLUP tradicional. Isso é confirmado pelo ganho
em acuracia proporcionado pelo uso de ssGBLUP em comparacdo ao uso de BLUP
tradicional.

Os valores genéticos preditos para 0s animais variaram de acordo com o método
adotado. Ao considerar todos os animais, as correlacfes de ordem entre os valores genéticos
preditos a partir das duas metodologias foram, no geral, baixas e proximas de zero, variando
de -0,13 a - 0,01 (Tabela 3). Para RV, a correlacdo de classificacdo foi de -0,13. Menores
correlagbes foram estimadas entre os valores genéticos preditos por ambas as metodologias
para OPG (-0,08) e para FAMACHA (-0,01). Com base nesses valores pode-se afirmar que, o
ordenamento realizado com base nos valores genéticos preditos utilizando o BLUP
Tradicional foi diferente do realizado com base valores genéticos gendmicos preditos
utilizando o ssGBLUP. A superioridade dos modelos gendmicos na predicdo dos valores
geneéticos foi verificada por CARNEIRO et al. (2006), utilizando dados simulados, e por
LEE et al. (2017), analisando caracteristicas de carcaga em bovinos.

Todas as correlagdes de ordem apresentaram baixa magnitude para RV, quando foram
considerados todos o0s animais e em todas as proporcdes de animais selecionados. As
correlagdes de ordem entre os valores genéticos preditos para RV pelos dois métodos foram 0,
-0,05, -0,12 e -0,31, para, respectivamente, as proposcoes de selecdo de 1, 5, 10 e 20% dos
melhores animais com base no valor genético predito. Para OPG, a maior correlacéo (0,32) foi
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observada quando 1% dos elhores animais foram selecionados. Para esta caracteristica, 0s
coeficientes de correlacdo obtidos foram 0,08, 0,20 e 0,04, nas proporcdes de selecdo 5, 10 e
20%, respectivamente. Para FAMACHA, a maior correlacéo (0,35) também foi encontrada na

proporcéo de selecédo igual a 1%.

Tabela 3. Correlagcdes de ordem entre valores genéticos preditos pelos métodos ssGBLUP e
BLUP tradicional para resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) e coloracdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA) ao considerar todos 0s animais

avaliados, com diferentes proporcao de selecao.

o Proporcdo de selecionados
Caracteristicas

Todos 1% 5% 10% 20%

RV -0,13 0,00 -0,05 -0,12 -0,31
OPG -0,08 0,32 0,08 0,20 0,04
FAMACHA -0,01 0,35 0,14 0,02 -0,06

As correlacdes de ordem entre os valores genéticos preditos por ambos os métodos em
estudo foram de baixa magnitude (-0,31 a 0,35). CREWS; FRANKE (1998) citam que quando
os valores de correlacBes de ordem sdo inferiores a 0,70, refletem alteracGes importantes na
classificacdo dos animais. Foi constatado no presente estudo que ocorreu reclassificacdo dos
animais quando utilizados os métodos ssGBLUP e BLUP tradicional. Essa mudanca na
classificacdo ficou mais evidente quando foram adotadas diferentes proporgdes de selecdo. A
escolha do método de predicdo é de fundamental importancia, o que pode ter consequéncias
no ganho genético, pois o melhor animal pode ser selecionado com base no valor genético
predito por um determinado método quando, na realidade, ele ndo apresenta o melhor valor
geneético. A alteragdo no ranqueamento dos animais também foi verificado por CHEN et al.
(2011), estes autores atribuiram a mudanga a inclusdo da informacdo genémica. Em
comparagdo ao método BLUP Tradicional o método ssGBLUP possue dentre outras
vantagens a inclusdo das informacdes gendmicas, que possibilitam calcular o parentesco mais
proximo do verdadeiro valor.

Ao analisar as correlacdes entre os valores genéticos, preditos adotando o BLUP
tradicional e o ssGBLUP (Figura 1), verifica-se que houve divergéncia quanto ao valor

predito com adoc¢édo dois métodos, o que foi refletido nas baixas correlacdes.
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As correlacBes entre os valores genéticos preditos com o uso de ambos 0s métodos
foram de magnitude baixa, variando de -0,20 a -0,06 (Figura 1). Ao associar essas baixas
correlagdes com o ganho em acuracia que foi obtido quando adotado o método ssGBLUP,
pode-se afirmar que com a incluséo das informacdes gendmicas as predi¢cdes dos valores
genéticos foram mais acuradas. Possivelmente esse ganho em acuracia se deve a correta
estimacdo do parentesco proporcionado pelo uso de informagdes genémicas. Ao considerar
uma linhagem com erro, por exemplo, o parentesco entre um determinado animal e um de
seus progenitores, a estimacdo da covariancia entre os individuos aparentados sera errénea.
Assim, esse erro pode ser repassado adiante, 0 que pode consequentemente afetar na predigéo
dos valores genéticos dos individuos (VISSCHER et al., 2002).

Figura 1. Dispersao dos valores genéticos preditos pelos métodos ssGBLUP (Eixo y) e BLUP
tradicional (Eixo x) para resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) e coloragédo da mucosa conjuntiva (FAMACHA).

Estes resultados demonstram a superioridade do méetodo ssGBLUP em comparacéo ao

BLUP tradicional na predicdo de valores genéticos para caracteristicas de dificil mensuracéo,
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assim como na tomada de decisdo em programas de selecdo. 1sso porque é possivel controlar
0 Vviés devido a selecdo (PATRY;DUCROCQ, 2011) bem como corrigir erros de pedigree ao
adotar o metodo ssGBLUP. Adicionalmente, como confirmado neste estudo, o uso de
informagdes gendmicas permite predigdo mais acurada do mérito genético de animais. Isto
pode ser melhorado com a realizacdo de escrituracdo zootécnica mais eficiente para melhorar

o volume de informac&o sobre as caracteristicas relacionadas a resisténcia a verminose

Concluséo
O método ssGBLUP foi mais eficiente na predicdo dos valores genéticos em
comparacdao com o0 método BLUP, o qual proporcionou ganhos em acurécia de 45%, 80% e
99%, respectivamente, para as caracteristicas de RV, OPG e FAMACHA.
As estimativas de herdabilidades obtidas com o uso das informacgdes genémicas foram
respectivamente, 0,25, 0,10 e 0,45 para RV, OPG e FAMACHA, o que pode indicar que €
possivel obter ganho genético satisfatorio para RV e FAMAHCA.

Referéncias
AGUILAR, I.; MISZTAL, I.; JOHNSON, D.L.; LEGARRA, A.; TSURUTA, S.; LAWLOR,
T.J. A unified approach to utilize phenotypic, full pedigree, and genomic information for
genetic evaluation of Holstein final score. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 93, p.
743-752, 2010.

AMARANTE, AF.T. Resisténcia genética a helmintos gastrintestinais. SIMPOSIO DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE MELHORAMENTO ANIMAL. Pirassununga. Anais...
Pirassununga-SP: SBMA, 2004.

ARAUJO, J. I. M. Estudo genético da resisténcia a verminoses gastrintestinais em ovinos.
Bom Jesus. 2017, 86 f. Dissertacdo (P6s Graduacdo em Zootecnia), Universidade Federal do
Piaui, Bom Jesus, 2017.

ASSENZA, F.; ELSEN, J. M.; LEGARRA, A.; CARRE, C.; SALLE, G.; GRANIE, C.R;
MORENO, C. R. Genetic parameters for growth and faecal worm egg count following
Haemonchus contortus experimental infestations using pedigree and molecular information.
Genetics Selection Evolution, v. 46, 2015.

BARTLEY, D. J.; JACKSON, F.; JACKSON, E.; SARGISON, N. Characterization of two
triple resistant field isolates of Teladorsagia from Scottish lowland sheep farms. Veterinary
Parasitology, v.123, p.189-199, 2004.

BERTON, M. P.; OLIVEIRA SILVA, R. M.; PERIPOLLI, E.; STAFUZZA, N. B;;
MARTIN, J. F.; ALVAREZ, M. S.; FERRAZ, J. B. S. Genomic regions and pathways
associated with gastrointestinal parasites resistance in Santa Inés breed adapted to tropical
climate. Journal of Animal Science and Biotechnology, v.8, p.73. 2017


https://gsejournal.biomedcentral.com/

74

BIAGIOTTI, D. Associacao E Selecdao Gendmica Ampla Em Ovinos Santa Inés Para
Caracteristicas Relacionadas A Resisténcia A Endoparasitas. 2016. 79 f. TESE (Pos
graduacdo em ciéncia animal), Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016.

BOLORMAA, S.; BROWN, D. J.; SWAN, A. A.; VAN DER WERF, J. H. J.; HAYES, B. J.;
DAETWYLER, H. D. Genomic prediction of reproduction traits for Merino sheep. Animal
Genetics, v.48, p. 338-348, 2017, https://doi.org/10.1111/age.12541.

CARNEIRO, P.L.S .; MALHADO, C. H. M.; EUCLYDES, R. F.; TORRES FILHO, R;
LOPES, P. S.; CARNEIRO, A. P. S.; CUNHA, E. E. A Selecdo tradicional e associada a
marcadores moleculares na avaliagdo genética animal. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
v.41, p.615-621, 2006.

CERQUEIRA, M. M. O. P.; SOUZA, F. N.; CUNHA, A. F.; PICININ, L. C. A.; LEITE, M.
O.; PENNA, C. F. A. M.; SOUZA, M. R. . Detection of antimicrobial and anthelmintic
residues in bulk tank milk from four different mesoregions of Minas Gerais State - Brazil.
Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 66, p. 621-625, 2014.

CHEN, C.Y.; MISZTAL, |.; AGUILAR, I.; LEGARRA, A.; MUIR, W. M. Effect of
different genomic relationship matrices on accuracy and scale. Journal of Animal Science,
v.89, p. 2673-2679, 2011.

CHRISTENSEN O. F.; MADSEN, P.; NIELSEN, B.; OSTERSEN, T.; SU, G. Single-step
methods for genomic evaluation in pigs. Animal, v.6, p.1565-157, 2012.

CLARK, S. A.; HICKEY, J. M.; DAETWYLER, H. D.; VAN DER WERF, J. H. J. The
importance of information on relatives for the prediction of genomic breeding values and the
implications for the makeup of reference data sets in livestock breeding schemes. Genetics
Selection Evolution, v. 44, p.1-9, 2012.

CORNELIUS, M.P.; JACOBSON, C.; BESIER, R.B. Body condition score as a selection tool
for targeted selective treatment-based nematode control strategies in Merino ewes.
Veterinary Parasitology, v.206, n.3 p.173-181, 2014.

CREWS, D.H.; FRANKE, D.E. Heterogeneity of variances for carcass traits by percentage
Brahman inheritance. Journal of Animal Science, v. 76, p.1803-1809, 1998.

FARAH, M. M. Efeito da utilizacao de diferentes matrizes Gendmicas e parentesco na
avaliacéo genética De bovinos de corte. 2014. 83 f. TESE (P0s graduacdo em genética e
melhoramento animal), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, Jaboticabal,
2015.

FIGUEIRE DO FILHO, L. A. S.; SARMENTO, J. L.R.; DO O, A. O.; SANTOS, N.P. S ;
SENA, L. S.; SOUSA JUNIOR, A. Estimate of genetic parameters for carcass traits and
visual scores inmeat sheep using Bayesian inference via threshold and linear models. Ciéncia
Rural. v.47, 2017.


https://doi.org/10.1111/age.12541

75

FISHER PJ, MALTHUS B, WALKER MC, CORBETT G, SPELMAN RJ: The number of
single nucleotide polymorphisms and on-farm data required for whole-herd parentage testing
in dairy cattle herds. Journal of Dairy Science, v.92, p.369-374. 2009.

FORNI, S.; AGUILAR, I. MISZTAL, I.Different genomic relationship matrices for single-
step analysis using phenotypic, pedigree and genomic information. Genetics Selection
Evolution, v. 43, n. 1, p. 1-7, 2011.

GEWEKE, J. Evaluating the accuracy of sampling- based approaches to the calculation of
posterior moments. In: BERNARDO, J.M.; BERGER, J.O.; DAVID, A.P.; SMITH, A.F.M.
(Ed.). Bayesian statistics. New York: Oxford University. Cap.4, p.625- 631. 1992.

GOLDENBERG, V.; CIAPPESONI, G.; AGUILAR, I. Genetic parameters for nematode
resistance in periparturient ewes and post-weaning lambs in Uruguayan Merino sheep.
Livestock Science, v.127, p.181-187, 2012

GORDON, H.; WHITLOCK, H.V. A new technique for counting nematode eggs in sheep
faeces. Journal Council Science Industral Research, v.12, p.50-52, 1939.

HAILE-MARIAM, M.; NIEUWHOF, G.J.; BEARD, K.T.; KONSTATINOV, K.V.; HAYES,
B.J. Comparison of heritabilities of dairy traits in Australian Holstein-Friesian cattle from
genomic and pedigree data and implications for genomic evaluations. Journal of Animal
Breeding and Genetics, v. 130, p. 20-31, 2013.

HARA K, WATABE H, SASAZAKI S, MUKAI F, MANNEN H: Development of SNP
markers for individual identification and parentage test in a Japanese Black cattle population.
Journal of Animal Science, v.81, p. 152-157, 2010.

HENDERSON, C. R. Estimates of changes in herd environment. Journal of Dairy Science,
Champaign. Bometrics, v.32, p.706, 1949.

KOIVULA, M.; STRANDEN, I.; POSO, J.; AAMAND, J. P.; MANTYSAARI, E. A. Single-
step genomic evaluation using multitrait random regression model and test-day data. Journal
of Dairy Science, v.98, p.2775-2784, 2015,

LEGARRA, A.; AGUILAR, I.; MISZTAL, I. A relationship matrix including full pedigree
and genomic information. Journal of Dairy Science, v. 92, p. 4656-4663, 2009.

LEE, J.; CHENG, H.; GARRICK, D.; GOLDEN, B.; DEKKERS, J.; PARK, K.; LEE, D;
FERNANDO, R. Comparison of alternative approaches to single- trait genomic prediction
using genotyped and non- genotyped Hanwoo beef cattle. Genetics Selection Evolution, v.
47, 2017.

LOPES, M. S.; SILVA, F. F.; HARLIZIUS, B.; DUNVESTEUN, N.; LOPES, P. S,
GUIMARAES, S. E. F.; KNOL, E. F. Improved estimation of inbreeding and kinship in pigs
sing optimized SNP panels. BMC Genetics, v. 14, 2013.



76

MASTRANGELDO, S., TOLONE, M., GERLANDO R.; FONTANESI, L.; SARDINA, M. T.;
PORTOLANO, B. Genomic inbreeding estimation in small populations: evaluation of runs of
homozygosity in three local dairy cattle breeds. Animal, v. 10, p.746-754, 2016

MASUDA, Y.; MISZTAL I, TSURUTA S, LEGARRA A, AGUILAR |, LOURENCO D. A;;
Fragomeni, B. O Implementation of genomic recursions in single-step genomic best linear
unbiased predictor for US Holsteins with a large number of genotyped animals. Journal of
Dairy Science, v.3, p. 1968-1974, 2016.

MEUWISSEN, T. H. E.; HAYES, B. J.; GODDARD, M. E. Prediction of total genetic value
using genome-wide dense marker maps. Genetics, v.157, p.1819-1829, 2001.

MEUWISSEN, T. H. E. Genomic selection: marker assisted selection on genome-wide scale.
Journal of Animal Breeding and Genetics, v.124, p.321-322, 2007.

MISZTAL, I.; LEGARRA, A.; AGUILAR, I. Computing procedures for genetic evaluation
including phenotypic, full pedigree, and genomic information. Journal of Dairy Science, v.
92, p. 4648-4655, 2009.

MUCHA, S.; MRODE, R.; MACLAREN-LEE, I.; COFFEY, M.; CONINGTON, J.
Estimation of genomic breeding values for milk yield in UK dairy goats. Journal of Dairy
Science, v. 98, p. 8201-8208, 2015.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrient requirements of dairy cattle. 7.ed.
Washington, DC: National Academy Press, 381p. 2001.

NIETLISBACH P, KELLER L, POSTMA E. Genetic variance components and heritability of
multiallelic heterozygosity under inbreeding. Heredity, v.116, p. 1-11, 2016.

OLIVEIRA, M. B.; TORRES, T. S.; SARMENTO, J. L. R. Método ndo-hierarquico
agrupamento aplicado a classificacdo de caprinos da raca Anglonubiana quanto a resisténcia a
verminose. In: X Congresso Nordestino de Produgdo animal. Teresina-Pl. Anais... Teresina:
UFPI, 2015.

PATRY, C.; DUCROQ, V. Evidence of biases in genetic evaluations due to genomic
preselection in dairy cattle. Journal of Dairy Science, v.94, p.1011-1020, 2011.

PERTILE, S. F. N.; SILVA, F. F.; SALVIAN, M.; MOURAO, G. B. Sele¢o e associagio
genémica ampla para o melhoramento genético animal com uso do método ssGBLUP.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.51, p.1729-1736, 2016.

PETRINI, J. Incorporagéo de informagdes gendmicas no desenvolvimento de indices
econdmicos para a selecdo de bovinos. Piracicaba : Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Universidade de S&o Paulo, 2016. Tese Doutorado em Ciéncia Animal e Pastagens.

R Development Core Team R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria (disponivel em: http://www.R-
project.org; altimo acesso: Agosto 2017).



77

RIGGIO, V.; MATIKA, O.; PONG-WONG, R.; STEAR, M. J.; BISHOP, S. C. Genome-wide
association and regional heritability mapping to identify loci underlying variation in nematode
resistance and body weight in Scottish Blackface lambs. Heredity, v.110,p. 420-429. 2013.

RILEY, D.G.; VAN WYK, J.A. Genetic parameters for FAMACHA score and related traits
for host resistance/resilience and production at differing severities of worm challenge in a
Merino flock in South Africa. Veterinary Parasitologic, v.164, n.1, p.44-52, 2009.

SANTOS, G. V. Modelos linear e de Poisson para genética da resisténcia a endoparasitas
em ovinos de corte. 2014. 86f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) Universidade Federal
do Piaui, Bom Jesus-PI.

SAYERS, G.; GOOD, B.; HANRAHAN, J. P.; RYAN, M.; SWEENEY, T. Intron of the
interferon gama gene: It s role i nematode resistance in Sulffolk and Texel sheep breeds.
Research in Veterinary Science, v.79, p.191-196, 2005.

SORENSEN, D.A.; GIANOLA, D. Likelihood, bayesian, and MCMC methods in
quantitative genetics: Statistics for Biology and Health. New York: Springer, 740p. 2002.

TONUSSI, R. L., SILVA, R. M. DE O., MAGALHAES, A. F. B., ESPIGOLAN, R.,
PERIPOLLI, E., OLIVIERI, B. F.; BALDI, F. Application of single step genomic BLUP
under different uncertain paternity scenarios using simulated data. PLoS ONE, v.12 , 2017.

VAN VLECK, L. D. Selection index and introduction to mixed model methods . Florida:
CRC Press, 1996. 481p.

VANRADEN, P.M. Efficient methods to compute genomic predictions. Journal of Dairy
Science, v. 91, p. 4414-4423, 2008.

VITEZICA, Z.G.; AGUILAR, I.; MISZTAL, I. LEGARRA, A. Bias in genomic
predictions of populations under selection. Genetics Research, v.93, p. 357-366, 2011.

VEERKAMP, R.F.; MULDER, H.A.; THOMPSON, R.; CALUS, M.P.L. Genomic and
pedigree-based genetic parameters for scarcely recorded traits when some animals are
genotyped. Journal of Dairy Science, v. 94, p. 4189-4197, 2011.

WANG, S. J.; LIU, W. J,; SARGENT, C. A.; ZHAO, S. H.; LIU, H. B,; LIU, X. D.; WANG,
C.; HUA, G. H.; YANG, L. G.; AFFARA, N. A.; ZHANG, S. J. Effects of the
polymorphisms of Mx1, BAT2 and CXCL12 genes on immunological traits in pigs.
Molecular Biology Reports, v. 39, p. 2417-2427, 2012.


http://www.sidalc.net/cgi-bin/wxis.exe/?IsisScript=COLPOS.xis&method=post&formato=2&cantidad=1&expresion=mfn=023567

78

CAPITULO 11

Aplicacdo do BLUP Genbmico de passo Uunico na analise de associacdo genémica ampla

para resisténcia genética a verminose em ovinos Santa Inés



79

Aplicacdo do BLUP Genbmico de passo unico na andlise de associacdo gendbmica ampla

para resisténcia genética a verminose em ovinos Santa Inés

Gleyson Vieira dos Santos®™ e José Lindenberg Rocha Sarmento®

Wpés Graduando do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal — UFPI. e-mail:

gleyson.vieira@yahoo.com

@professor da UFPI/DZO e Bolsista do CNPg, e-mail: sarmento@ufpi.edu.br

Resumo: Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) possibilitam identificar regides de
identidade no genoma associadas a fendtipos e tém sido aplicados em muitas caracteristicas
de interesse econdmico em diferentes espécies. Assim, objetivou-se aplicar a metodologia
sSGWAS para identificar regibes cromossémicas associadas com as caracteristicas de
resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e FAMACHA.
Para tanto, foram utilizados informacdes de 1.478 animais criados nos estados do Piaui e
Maranh&o com registro na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos, dos quais foram
genotipados 271, utilizando-se SNPs Chip de alta densidade Ovine 50K da Illumina. Apéds o
controle de qualidade, foram utilizados 43.164 SNPs. Para verificar a associagdo marcadores
SNP’s com caracteristicas realizou-se anélise de associagcdo genémica ampla (GWAS) por
meio da metodologia GWAS passo Unico (ssGWAS) para estimar os efeitos de marcadores e
associa-los resisténcia a verminose (RV), contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e
FAMACHA. Foram verificadas diferentes regides genémicas em Varios Cromossomos
associados com as caracteristicas em estudo. Considerando a associacdo (1%) verifica-se
menor nimero de regiGes cromossémicas associadas com todas as caracteristicas estudadas.
Para RV, foi verificada associacdes de regides no OARL, no qual estdo presentes os genes
CD80 e CD86, que estdo associados com a ativacao das células T e na proliferacdo de outras
células inflamatdrias, como eosinofilos e mastdcitos. Outro gene que atua como
coestimulador das células T é o CD28, descrito no OAR2, no qual foi verificada associacao
tanto para RV quanto OPG. Na regido do OAR13, em que foi verificada associacdo com
FAMAHCA, esta descrito o gene GATAS3, que pode atuar na resposta da defesa, reage a
presenca de um corpo estranho ou & ocorréncia de uma leséo, restringindo a extenséo de leséo,
prevenindo e recuperando a infeccdo causada pelo estrangeiro corpo. As regides identificadas
para RV, OPG e FAMACHA poderdo auxiliar no processo de selecdo destas caracteristicas
em programas de melhoramento da raga santa Inés.

Palavras chaves: associacdo gendmica ampla, Marcador genético, ssGWAS, valor genémico
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Abstract: Genome-wide association studies (GWAS) make possible the identification of
genomic identity regions associated with phenotypes and have been applied in many
economically important traits in different species. In this study we aimed to use single-step
genome-wide association studies (sSGWAS) to identify chromosomal regions associated with
resistance to nematode infection (RNI), faecal worm egg count (FWEC), and color of the
ocular conjunctiva (FAMACHA). Data from 1,478 sheep reared in the states of Piaui and
Maranhéo (Brazil) and registered by the Brazilian Association of Sheep Breeders were used.
From these animals 271 were genotyped using the lllumina Ovine SNP 50K. After quality
control, 43,164 SNPs were used. In order to verify the association of SNP markers with traits,
a genome-wide association analysis was performed using sSGWAS to estimate the effects of
markers and associate them with RNI, FWEC and FAMACHA. Different genomic regions
were verified in several chromosomes associated with the traits in study. Considering the
associative association, there is a lower number of chromosomal regions associated with all
the traits in study. Associations of regions were verified on the ovine chromosome (OAR) 1,
in which CD80 and CD86 genes are present, whose functions are related to activation of T
cells, and in the proliferation of other inflammatory cells like eosinophils and mast cells.
Another gene that acts as a costimulator of T cells is CD28, described in OAR 2, in which
association was verified for both RNI and FWEC. On OAR 13, an association with
FAMACHA was verified in a region where the GATAS gene is described. This gene may act
on the defense response to the presence of a foreign body or to the occurrence of an injury,
restricting the injury/damage extension or preventing/recovering it from the infection caused
by the foreign body. We identified chromosomal regions associated with RNI, FWEC and
FAMACHA. The regions identified in this study may help in marker assisted selection in
Santa Inés sheep breeding programs.

Keywords:, genome-wide association, genomic value, Genetic, marker ssGWAS,
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Introducgéo

A criacdo de ovinos € destinada para producdo de carne, leite, 13, e peles, com grande
importancia socioecondmica ndo somente no Brasil, mas em todo o mundo. No entanto, as
infeccOes por parasitas gastrintestinais consistem em um dos entraves do sistema de produgéo
(JAEGER; CARVALHO COSTA, 2017). Os principais nematddeos sdo pertencentes ao
género Haemonchus, que, possui grande acdo patogénica e € o parasita mais prevalente que
afeta pequenos ruminantes, principalmente em regiGes tropicais, onde as condicdes
ambientais sdo caracterizadas por altas temperaturas e umidade, devido a abundantes chuvas
durante o verdo (AMARANTE et al., 2004).

Para reduzir as perdas causadas pela verminose existem alternativas como utilizar ragas
ou animais mais resistentes a essas infec¢fes. Os animais da ragca Santa Inés tém demostrado
ser mais resistentes quando comparadas com as racas ovinas europeias (AMARANTE et al.,
2004). Além disso, vérios estudos apontam que a selecdo para a resisténcia genética a
verminose é viavel (McRAE et al., 2014; BENAVIDES et al., 2015). Com 0s avangos na
tecnologia de marcadores moleculares no DNA e o desenvolviemnto de tecnologias de
genotipagen, torna-sepossivel identificar e associar regides gendmicas ou locos de
caracteristicas quantitativas (QTLs) com caracteristicas complexas, como por exemplo a
resisténcia a verminose.

A andlise de associacdo gendmica ampla (Genome Wide Association Studies - GWAS)
visa identificar regibes gendmicas associadas com a expressdo de determinada carcateristica.
Portanto, a identificacdo de regifes cromossémicas associadas com a resisténcia a parasitas
gastrintestinais ajuda a compreender melhor os processos bioldgicos e fisiologicos
subjacentes a esta caracteristica (BERTON et al., 2017), tornando-se assim uma ferramenta
importante para aperfeicoar a resisténcia da espécie ovina. Os marcadores do tipo
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) séo utilizados para estudos de associagdes, pois
apresentam, dentre outras vantagens, o fato de estar presente em maior quantidade em todo o
genoma, além da genotipagem ser mais barata. Devido a isso 0s marcadores do tipo SNPs
estdo sendo utilizados em estudos de associagdo com resisténcia parasita gastrointestinal
(ATLIUA et al., 2016; PERTILE et al., 2016).

Uma alternativa ao GWAS tradicional consiste em integrar todas as informacdes
genotipicas e fenotipicas disponiveis (de animais genotipados e ndo genotipados) e, a partir
das solucdes dos valores genéticos obtidos com o método ssGBLUP, é calculado os efeitos
dos SNPS, passando o método a ser denominado de sSGWAS (WANG et al., 2012).
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Desta forma, objetivou-se com aplicar a metodologia SSGWAS para identificar regides
cromossémicas associadas com as caracteristicas resisténcia a verminose (RV), contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) e coloracdo da mucosa conjuntiva medida pelo método de
FAMACHA.

Material e Métodos

Foram utilizadas informacdes de 1.478 ovinos da raca Santa Inés com idade superior a
oito meses pertencentes a rebanhos criados no Meio-Norte do Brasil (estados do Pl e MA),
dos quais 498 animais tinham registro de contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555
de FAMACHA, e 275 animais com informagdes da caracteristica de RV. O sistema de
producdo predominante adotado pelas fazendas foi o semi-intensivo, de modo que os animais
passavam parte do tempo no pasto e posteriormente eram recolhidos ao final da tarde. Os
fendtipos foram coletados apenas quando a vermifugacdo tinha sido realizada a mais de 30
dias do dia da coleta.

As caracteristicas consideradas na pesquisa foram resisténcia a verminose (RV),
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coloragdo da mucosa conjuntiva
(FAMACHA). A caracteristica resisténcia a verminose foi determinada de acordo com
ARAUJO (2017), em que o autor analisou qual a melhor formade representar a caracteristica
resisténcia a verminose (RV) com base em analise de agrupamento por meio do método k-
means. No presente estudo, a caracteristica resisténcia genética a verminose, foi formada com
auxilio da analise de agrupamento nao hierarquico utilizando o algoritmo K-means, a partir da
combinacdo das caracteristicas OPG, FAMACHA, escore de condicdo corporal (ECC) e
contagem de hematdécrito (HCT).

O procedimento K-means iniciou-se com a escolha do K-subgrupos (K=3) e o
posicionamento dos centroides de cada grupo no espaco de atributos. Na definicdo dos
centroides foram levadas em consideracdo as caracteristicas associadas a resisténcia a
verminose citadas anteriormente, determinando o centroide como ponto médio para cada
grupo. Depois da definicdo da localizacdo destes centroides, cada animal foi associado ao
centroide mais proximo, por meio da distancia euclidiana como medida de similaridade
(OLIVEIRA et al., 2015). Assim, quando todos os animais foram associados a algum
centroide, estes foram recalculados. Este procedimento repetiu-se até que ndo houvesse
diferenga nos centros dos grupos. As caracteristicas ECC e HCT foram utilizadas somente

para a determinacdo da caracteristica RV. Foram formados trés grupos a partir das
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combinagdes das caracteristicas OPG, FAMACHA, ECC e HCT. Desta forma, a resisténcia a
verminose foi determinada como categérica, em que o valor 1 foi atribuido aos animais
resistentes, 2 aos animais com resisténcia intermediaria e 3 aos animais sensiveis. Animais
que foram alocados na classe 1 para a caracteristica resisténcia possuiam 0s menores valores
para OPG e FAMACHA e os maiores para ECC e HCT. Os animais com valores opostos para
essas mesmas caracteristicas foram alocados na classe 3. J& os animais com valores
intermediarios foram designados a classe 2, de modo a constituir a caracteristica resisténcia a
verminose com os fenotipos 1, 2 e 3.

As amostras de fezes para contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foram
coletadas diretamente da ampola retal. Para quantificar o nimero de ovos por grama de fezes,
foi utilizada uma solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl) e leitura ao microscépio em
camara McMaster conforme GORDON; WHITLOCK (1939).

A coloracédo da conjuntiva ocular dos animais foi realizada de acordo com o método
FAMACHA, com atribuicdo de nota variando de 1 (coloracdo vermelho robusto) a 5
(coloracdo palida, branco) ( VAN WYK; BATH, 2002).

Amostras de sangue que foram utilizadas para realizar a extracdo do DNA foram
coletadas da veia jugular, apds a realizacdo da antissepsia do local (&lcool iodado), com
auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit da 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
Biotecnologia). Apds a extracdo, foi realizada a quantificacdo do DNA, por meio de
Fluoroespectofotdbmetro NanoDrop 3300, com o kit Intercalante AccueBlue dsDNA. O DNA
obtido foi estocado em freezer a -20°C até as analises subsequentes.

A genotipagem foi realizada para 271 animais com o chip de alta densidade BeadChip
Ovine SNP50k, que contem 54.241 SNPs uniformemente espagados nos cromossomos do
genoma ovino. O chip de SNPs foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da
[Ilumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de genotipagem, que foi seguido de
acordo com o fabricante (disponivel em www.illumina.com), consistiu nos seguintes passos
principais: (1) amplificacdo isotérmica; (2) incubagdo das amostras (overnight); (3)

fragmentacédo das amostras, (4) precipitacdo e ressuspensao, (5) preparacdo do BeadChip e (6)
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hibridizacdo (overnight); (7) extensdo enzimatica de uma Unica base, (8) visualizacdo das
imagens na plataforma iScan e (9) resultados gerados.

O processo de amplificacéo isotérmica visou aumentar na ordem de centenas de vezes
a concentragcdo do DNA, evitando assim, que este fosse um fator limitante e influenciasse, de
forma negativa, os resultados. O material sofreu precipitacdo com alcool e ressuspensdo. O
DNA foi submetido a acdo de enzimas do tipo end-point que fragmentam em locais
especificos da sequéncia, evitando a quebra excessiva do DNA. Posteriormente a esses
processos, 0 DNA gendmico se anelou a 50 bases ligadas covalentemente a cada Bead,
(representa um locus especifico). A ldmina foi submetida a corantes que foram incorporados
aos Beads e que permitiram a diferenciacdo dos genétipos. Por fim, os fluoréforos ligados aos
Beads foram submetidos a um conjunto de lasers que permitiu que o sinal de fluorescéncia
fosse captado e analisado pela plataforma iScan.

O controle de qualidade dos genotipos foi realizado com o pacote HapEstXXR do
programa estatistico R, de modo que, considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossdémicos com Genecall Score > 0,70, Minor Allele Frequency (MAF)>0,05, além de Call
Rate>0,95 e SNPs em equilibrio de Hardy-Weinberg ( P>107). Apés o controle de qualidade
restaram para as analises 43.164 SNPs.

A idade dos animais foi agrupada em trés classes de idade (Cl), assim discriminadas:
ClI=1 animais com até dois anos de idade; Cl=2 animais com idade superior a dois ano e
menor que quatro anos; e Cl=3 animais com idade igual ou superior a quatro anos. O tipo de
nascimento (TN) dos animais foi considerado na analise como: parto simples (TN=1) e parto
maltiplo (TN=2). Para OPG foi utilizada a transformacéo logaritmica, com base na formula
OPG = logl0 (OPG +10), porque esta caracteristica ndo atende a pressuposicdo de
normalidade.

Para a formagdo dos grupos contemporéneos (GC) foram considerados ano de
nascimento, estado de cada propriedade (local), tipo de nascimento e propriedade. Grupos de
contemporaneos com menos de dois animais foram excluidos. Apo6s analise desses fatores,
editou-se um arquivo considerando as caracteristicas estudadas, as identificacdes dos animais,
grupos de contemporaneos, sexos e classe de idade. A matriz dos numeradores dos
coeficientes de parentesco de Wright continha 1478 animais, deste 498 tinham informacdes de
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), 555 de FAMACHA, e 275 animais com

informagdes da caracteristica de RV.
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A anélise da associacdo genémica ampla para cada caracteristica foi realizada usando
a metodologia GWAS de uma Unica etapa (sSSGWAS) (WANG et al., 2012). A metodologia
consiste em predizer os valores geneticos dos animais por meio do método ssGBLUP para,
em seguida, calcular as solugbes dos SNPs. Para a predicdo dos valores genéticos foi
utilizados modelo animal linear para OPG e de limiar (FAMACHA e RV), considerando
modelo uni-caracteristica no qual pode ser representado pela seguinte equagdo matricial:

Y = Xb+Za+e,

em que: Y € o vetor de observacBes fenotipicas; X é a matriz de incidéncia
relacionando os fenétipos aos efeitos sistematicos, b é o vetor de efeitos sistematicos que
incluiu grupos contemporaneos (ano de nascimento, estado, tipo de nascimento e
propriedade), sexo, e idade do animal no momento da coleta , Z é a matriz de incidéncia que
relaciona os fendtipos aos animais; @ é o vetor de efeitos genéticos genébmicos dos animais,
assumindo a ~ N (0,Hc?), em que H a matriz dos coeficientes de relacionamento que
combina todos os animais no pedigree e a matriz genémica e a variancia aditiva genética o2;
€ ¢ o vetor de efeitos residuais, assumindo e ~ N (0,162), em que | é a matriz identidade e
0Z2; é a variancia residual.

A matriz H é calculada como a seguir:

-1 -1
= aefirf® Ym0 fis )

Em que, | é uma matriz de identidade, os subscritos 1 e 2 denotam animais ndo
genotipados e genotipos, respectivamente e G é a matriz de relacionamentos genéticos
construida e dimensionada como descrito por VANRADEN (2008).

(M —-P)(M-P)
T2y p(-p)

em que M é uma matriz que especifica quais alelos de marcador cada individuo herdou com

m colunas (m é o nimero total de marcadores) e n linhas (n é o nimero total de individuos
genotipados); e P € uma matriz com a frequéncia do segundo alelo (p;), expressa em 2p;. M;
foi assumido O se o genotipo do individuo i para SNP j fosse homozigoto AA, 1 se
heterozigoto ou 2 se o0 genotipo fosse homozigoto BB.

A inversa da matriz H foi calculada como segue:

H'=A"+ 0 0
0 Gfl—A;;
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em que A™ é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacéo de pedigree, G* é a

inversa da matriz de parentesco gendmico, que foi construida e dimensionada como descrito
por VANRADEN (2008), e A} ¢ a inversa da matriz de parentesco baseada no pedigree para

animais genotipados. A matriz H foi construida dimensionando G baseada em Ay
considerando que a média da diagonal de G é igual & média da diagonal de Ay, e a média dos
elementos fora da diagonal de G ¢ igual a média dos elementos fora da diagonal em A,,, para
reduzir o viés nas variancias genéticas e genémicas dos EBVs (CHEN et al., 2011; FORNI et
al., 2011; VITEZICA et al., 2011).

Apos a predigdo dos valores genéticos gendmicos dos animais, estes foram utilizados
para calcular a solucdo do efeitos dos SPNSs.

Os efeitos de animal foram decomposto em genotipado (ag) e ndo genotipado de
acordo com WANG et al. (2012) com o efeito de animal genotipado sendo em funcdo do
efeito do marcador:

ag =2u
em que Z é uma matriz que relaciona gendtipos de cada I6cus e u é um vetor de efeitos de
marcadores SNPs.

A variancia de efeito de animal foi assumida como:

var(ay) = var(Zu) = ZDZ'0? = G o2
em que D é uma matriz diagonal de pesos para variancias de marcadores (D = | para
GBLUP), 6%, é a variancia genética aditiva capturada por cada marcador SNP.
A covariancia dos efeitos animais (ag) e SNP (u) é:

war 78] = [0 20 o

Posteriormente.

var(a var(Z
oo ) v _
o o4

em que A foi definida por VANRADEN et al (2008) como uma constante de normalizagéo,

como descrito abaixo.
o 1
2

ol Y 2pa-p)

Portanto, a equagdo para predizer os efeitos SNP que usa matriz de relacdo gendmica

A=

G*:
u= ADZ'G™'a, =ZD'[ZDZ']* 4,
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As estimativas de efeitos SNP podem ser usadas para estimar variancia individual de cada
efeito SNP (ZHANG et al., 2010):
Gy =0 2p:(1 — py)
O seguinte processo iterativo foi realizado em 6 etapas, considerando D para estimar
os efeitos de SNP, como descrito por WANG et al. (2012), como segue: 1. D=I; 2. Calcular

GEBYV para todos os animais no banco de dados adotando o método ssGBLUP; 3. Calcular o
efeito de SNP: u = ADZ’G*"ldg; 4. Calcular a variancia de cada SNP: di=072p, (1-p,),
onde i é o marcador i; 5. Normalizar os valores de SNPs para a variancia genética aditiva
permanecer constante; 6. Calcular a matriz G; 7. Sair, ou voltar ao passo 2.

Os efeitos de marcadores foram obtidos por 2 iteracbes do passo 2 a0 6 como

mostrado por WANG et al. (2012). A porcentagem de varidncia genética explicada pela

regido i foi calculada, como descrito por (WANG et al,. 2012):
var(a;)

50 n

var(y =~ z.U.

; x100%=—212" L
(o2

a a

x100%

(o}

em que &;é o valor genético gendmico da regido i, que consiste de 50 SNPs consecutivos, of

€ a variancia genética total, Z; é vetor de contetdo de SNP do SNP j para todos os individuos
e 0; e o efeito de marcador j dentro da regiéo i.

As analises foram executadas com auxilio dos programas da familia BLUPF90
(MISZTAL et al., 2002). Os resultados das analises de GWAS foram apresentados com base
na propor¢do de variancia explicada por janela de 50 SNP’s adjacentes com média de 560
Kb.

Neste estudo foram consideradas, para todas as caracteristicas estudadas, foram
considerados dois niveis de associacBes, o primeiro foi selecionado 0s segmentos que
explicarem um minimo de 1% da variancia genetica aditiva, e a associagdo sugestiva, em que
foram selecionados 0s segmentos cromossdmicos que considera um minimo de meio por
cento de variancia genética aditiva.

A ferramenta visualizador de mapas do genoma ovino foi utilizado para a
identificacdo de genes, disponivel no "National Center for Biotechnology Informagao "(NCBI
- http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov) em: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=sheep).

A classificacdo de genes de acordo com sua fungdo bioldgica, identificagdo de vias

metabolicas e enriquecimento de genes foi realizada utilizando-se o "Banco de Dados para
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Anotacodes, Integrated Discovery (DAVID) v. 6.7° (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), GeneCards
(http: // Www.genecards.org/), e UniProt (http://uniprot.org).

Resultados e Discussao

Foram verificadas diferentes regiGes genémicas em Vvarios cromossomos associados
com as caracteristicas em estudo. Considerando a que considera os segmentos que explicam o
minimo de 1% da variancia aditiva, verifica-se menor nimero de regides cromossémicas
associadas com todas as caracteristicas estudadas. Para a caracteristica resisténcia a verminose

(RV) observou-se algumas regides nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 12 (Figura 1).

Resistencia a Verminose - RV

% Variancia Explicada

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 13 14 15 16 18 20 22 24 26

Cromossomo

Figura 1. Associacdo considerando o minimo de 1% da variancia aditiva (linha vermelha) e
associacdo sugestiva (linha preta) que considera minimo de 0,5% da varidncia aditiva
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes distribuidos por cromossomos para caracteristica
Resisténcia a Verminose (RV) de ovinos Santa Inés.

Para a caracteristica resisténcia a verminose (RV), observou-se, que ao considera a
associacdo (1%) verificou-se regides associadas com RV no cromossomo 12 (OAR12)
(Tabela 1), no entanto ndo ficou claro como 0s genes atuam na expressdo da caracteristica.
Vale salientar que essa regido no OAR12, no qual estdo os genes associados com RV, é
responsavel por mais de 1% da variancia aditiva da caracteristica. O OAR12 apresenta regides
que estdo associadas com a resisténcia verminose como foi verificado por SALLE et al.
(2012), que ao analisarem a resisténcia de ovinos ao Haemonchus contortus, verificaram
associagOes significativas. Foi encontrado QTL associado com a resisténcia na regido 36,6

Mbp, posicdo proximo a regido encontrada nesse estudo. BEH et al. (2002) encontraram QTL
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associado com o OPG em ovinos da raca merino, esses achados sugerem que OAR12 é um
importante cromossomo que possui QTLS e /ou genes que estdo de alguma forma relaciona

com a resisténcia a verminose.

Tabela 1. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 1% da variancia
Resisténcia a verminose (RV) no cromossomo 12 de ovinos Santa Inés.

Cromossomo Posicéo Gene
(pb)
OAR12 37128691 PRRC2C; LOC105606472
37171211

O OAR2 contem regides que explicam 0,90% da variancia aditiva podendo conter
genes ou QTLs que estjam envolvidos na expressdo da caracteristica. No entanto, somente
guando foi considerada a associacdo sugestiva (regides que expliguem 0,5% da variancia
aditiva). Possivelmente o cromossomo pode possuir QTLs e /ou genes de pequeno efeito que
desempenham papel importante na expressao da génica da resisténcia a verminose. Benavides
et al. (2015) verificaram regides (15 Mb) no OAR2 associados com a caracteristica de OPG
em uma populacdo de ovinos Red Maasai x Dorper. Na associacdo sugestiva (0,5%), seis
regides cromossdmicas estdo envolvidas na expressdo caracteristica, sendo eles nos
cromossomos 1, 2, 4, 6, 8 e 12.

No OAR1 foram encontrados varios genes que estdo associados com RV, dentre eles
0s CD80 e CD86 (Tabela 2). Esses estdo associados com a ativacdo das células T, que, estdo
envolvidas no processo de resisténcia produzindo citocinas que irdo estimular a proliferacdo
de outras células inflamatorias, como eosindfilos e mastdcitos. Essas mesmas citocinas
estimulam a producdo de imunoglobulinas contra os parasitas, tais como IgE e IgA
(AMARANTE 2014). Para a ativacdo das células T é necesséario o envolvimento de dois
receptores separados de células T, que atuam como coestimulantes de um dos receptores
(CD28) de células T, o desencadeamento simultaneo desses receptores de células T resulta na
ativacdo desta célula. O CD80 e CD86 tém papel semelhante na ativacdo das células T,
recentemente as fungdes das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 foram investigadas em
camundongose 0s autores concluiram que o CD86 poderia ser mais importante para iniciar as
respostas das células T, enquanto o CD80 poderia ser mais significativo para a manutencéao
essas respostas imunes (VASILEVKO et al., 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=101105586

90

No OAR2 foram verificados segmentos cromossomicos com percentual de explicagéo

da variancia aditiva de 0,90%, e dentre 0s genes encontrados no cromossomo destacam-se 0

CXCR4 e CD28, ambos envolvidos na ativacdo das celulas T (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 0,5% da variancia
Resisténcia a verminose (RV) no cromossomo 1, 2, 4, 6, 8, e 12 de ovinos Santa Inés de

ovinos Santa Inés.

Cromossomo Posicéo Gene
(pb)
OAR1 165217240 HHLA2; LOC101114747; LOC101122319;
- CD80: CD86: CASR; DIRC2; SEMASB: ADCY5: MYLK:
211799990 KALRN; UMPS: ITGB5; LRCH3; TFRC: APOD: OSTN;
CLDN1: SST; RTP4; ADIPOQ:
EIF4A2: AHSG: TRA2B:; CLCN2: EIF4G1;
LOC101122747: LOC101123171: LOC101109765;
OAR?2 130215973 MIR10B; SP3; DPP4; ITGB6; HNMT; CXCR4
- (INSIG2; PPIL3; BMPR2; CD28 ;CTLA4; CREBI1;
241969339 |DH1: MYL1: IGFBP2: IGFBPS5: SLC11A1; ATG9A:
NPPC: AZIN2: LCK: HCRTR1: FABP3: PTAFR: EYA3:
SFN: TRIM63
OAR4 71992063  STK31: FAM221A: ADAM22: SRI; STEAP4: TEX4T:
- STEAP2; CFAP69: GTPBP10: TNS3; IGFBP3; IGFBP1:
78854728  ADCY1; RAMP3: CCM2; MYO1G; ZMIZ2: OGDH:
NPC1L1: NUDCD3; CAMK2B: GCK: POLM: BLVRA:
STK17A: HECW1: PSMA2: C4H70rf25: GLI3
OARG 57356461  TBC1D1; TRNAI-AAU: KLF3; TLR10: TLR1; TLRS;
; FAM114A1; TMEM156
58202850
OARS 20488229  ATG5; HACEL; GRIK2; ASCC3; LOC101112574;
- LOC101106531: MAP3K7: CGA; EPB41L2; CTGF;
83222049  LOC101102244; RPS12; MAP3K5; CITED2; ADGB:
STXBP5: LOC101105258: ESR1: VIP: SOD2; TCP1:
MASI; IGF2R
OAR12 35372424  SELE; MIR199A; FASLG: KIAA2013: NPPB; NPPA:
- LOC101112585: MTOR: PGD; ENO1; PARKT:
61618681  LOC101116162; LOC101117436; LOC101121791;

LOC101104843; TAS1R3; MIR200A; MIR200B; ISG15;
AGMAT; PRDM2; LOC101114293; LOC101115813;
PRDX6; SERPINC1; LOC101122123; LOC101102078

O gene CXCR4 presente no OAR2 dos ovinos (Tabela 2), consiste em um receptor de

quimosinas e estd envolvido na ativacdo das celulas T, além de estar relacionado com o

sistema imunologico através da regulacdo negativa da expressao do complexo de
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histocompatilidade de classe 1l (SHERIDAN et al., 2006; CONTENTO et al., 2008). As
quimiocinas sdo pequenas citocinas com propriedades quimiotratantes seletivas que
coordenam a inflamacdo dos tecidos, estando também envolvidas em varios processos
biologicos e fisiopatoldgicos. Assim, a expressdo desregulada de quimiocinas e seus
receptores, no caso 0 CXCR4, estd envolvida no desenvolvimento da autoimunidade
(VIOLA; LUSTER, 2008). Em um estudo avaliando a resisténcia a verminose em ovinos,
BERTON et al. (2017), verificaram associacdo do gene CXCR4 com a contagem de globulos
vermelhos. Os autores ainda relatam que o gene participa da rede imune intestinal para a via
de producéo de imunoglobulinas IgA. CONTENTO et al., (2008) observaram que, enquanto a
ativacdo de células T humanas por células apresentadoras de antigeno estd ocorrendo, 0s
receptores de quimiocinas, dentre elas a CXCR4, sdo recrutados para a sinapse imunologica,
onde eles fornecem sinais coestimuladores.

O gene CD28 foi encontrado no OAR2 e é um dos receptores coestimuladores mais
importantes para ativacdo de células T, que, por sua vez, desempenham um papel importante
no sistema imunoldgico, no qual € capaz de elaborar uma resposta imune contra antigenos
presentes no organismo em concentracbes muito baixas e, ao mesmo tempo, discriminar
precisamente entre um estimulo infeccioso e um ndo infeccioso. Durante a ativacdo das
células T, essa sensibilidade e especificidade sdo alcancadas por mecanismos de interacGes
tendo como base células apresentadoras de antigenos (APCs). Assim, além da interacdo entre
o0 receptor de células T (TCR) e seu ligando, a ativacdo das células T depende dos sinais
fornecidos por moléculas co-estimuladoras, que no caso seria 0 CD28.

Outros genes que estdo associados com a RV, que participam da resposta imune do
animal, foram verificados no OAR6. Os genes TLR1, TL6 e TLR10 sdo pertencentes a
familia de receptores Toll-like (TLR), esses receptores sdo uma familia de moléculas de
sinalizacdo que se ligam a padrGes moleculares associados a patogenos (PMAPs — Pathogem-
Associated Molecular Patterns) que desencadeiam uma resposta imune (TAKEDA et al.,
2003), os receptores do tipo TLR desempenham papel importante no sistema imune inato. O
sistema imunoldgico inato atua como sendo a primeira linha de defesa contra patégenos
invasores e € ativado por padrdes moleculares associados aos PMAPSs. A maioria das espécies
de mamiferos compartilha dos genes pertencentes a familia de receptores TLR, cada um
detectando PMAPs com diferentes estruturas moleculares. O gene TLR1 desempenha papel
fundamental para a iniciacdo e regulacdo da resposta imune a patégenos microbianos e tem

sido associado a doencas inflamatdrias. Ha evidéncias crescentes que apontam para a forte
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possibilidade de que os genes do tipo TLR, possam estar associado com a resposta imunes
(LEVEQUE et al., 2003; SHINKAI et al., 2006) e podem explicar pelo menos parte da
variacdo observada na resisténcia ha algumas doencas. INGHAM et al. (2007) estudando a
resisténcia a verminose em ovinos encontraram associacdo do gene TLR1, TRL10 com a
resisténcia a verminose.

Outros genes que estdo associados com a RV, os genes ATG5, HACE1, GRIK2,
ASCC3, LOC101112574 e LOC101106531, encontrados no OARS8, também foram
encontrados por BERTON et al. (2017), porém associados com a contagens de globulos
vermelhos, o que pode indicar que estes estdo associados e/ou participam de mecanismo de
resisténcia a verminose.

Para a caracteristica de OPG foram encontradas regides nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 12 e 13 (Figura 2). A regido presente no OAR4 foi a que mais explicou a variancia

genética aditiva para OPG, com aproximadamente 1,47%.
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Figura 2. Associagdo considerando o minimo de 1% da variancia aditiva (linha vermelha) e
associacdo sugestiva (linha preta) que considera minimo de 0,5% da variancia aditiva
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes distribuidos por cromossomos para caracteristica
OPG de ovinos Santa Inés.

Quando foi realizada a associacdo que consideram 0s segmentos cromossomicos que
explicavam o minimo de 1% da variancia para a caracteristica OPG, foram identificadas
regibes nos cromossomos 4, 6 e 8 (Figura 2). O gene GNAT3 descrito no OAR4, foi
associado ao OPG, em que BERTON et al. (2017) estavam avaliando a resisténcia genética a
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verminose em ovinos, no entanto, ndo ficou claro a participagdo do gene na expressao do
OPG.

O gene ZC3H12D, descrito no OARS, esta evolvido na sinalizacdo TLR e ativacéo de
macrofagos e, portanto, pode desempenhar um papel na imunidade do hospedeiro e doencas
inflamatorias. Zc3h12d (também conhecido como TFL e p34) é originalmente relatado como
um supressor de tumor putativo que é desregulado em linfoma folicular transformado.

No entanto, com base nos percentuais de variancias explicadas pelas janelas de 50
SNPs, presentes no OAR4, OAR6 e OARS, indica que existe potencialmente uma série de

genes e/ou QTLs que contribuem para a expressdo da resisténcia parasitaria.

Tabela 3. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 1% da variancia genética
para OPG no cromossomo 4, 6 e 8 de ovinos Santa Inés.

Cromossomo Posicéo Gene
(pb)
OAR4 39718954 SEMAZ3C; LOC101102230; LOC101114861;

- LOC101115115; GNATS; LOC101115786; GNAI1,
42540770 LOC105614990; MAGI?2

OARG 91381996 SOWAHB; LOC105615571; SEPT11; CCNI; CCNG2;
- LOC101107023; LOC101110845; CXCL13; CNOT6L,;
93744092 MRPL1; FRAS1; LOC105607831; ANXA3; TRNAC-GCA;
BMP2K; PAQR3; NAA1l

OARS8 72522633 SASH1; LOC105615927; UST; TAB2; LOC105615928;
ZC3H12D; PPIL4; GINM1; KATNAL; LATS1

73728458

Quando considerado a associacdo sugestiva (0,5%), 0s cromossomos que continham
regides gendmicas associadas com OPG foram 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 12. Ao verificar associagdo
com janelas de SNPs que expliquem um minimo de 0,5% percebe-se uma maior abrangéncia
de segmentos que estdo envolvidos na expressdo da caracteristica OPG (Tabela 4). A regido
do OAR4 em que foi observada associagdo, contem o gene RELN. AHMED et al. (2013)
verificaram que o gene RELN esta associado positivamente em Suffolk (suscetivel) em
comparacdo com animais de Texel (resistentes) trés dias apds a infecgdo com T. circumcincta.

A associagdo dos genes CXCL1, CXCL8 e CXCL10 com o OPG s6 foram verificados
ao considerar a associagéo sugestiva (0,5%). Os genes CXCL1, CXCL8 e CXCL10, descrito
no OARG (Tabela 4), desempenham um papel fundamental no desenvolvimento, homeostase

e funcionalidade do sistema imunologico (ZLOTNIK et al., 2000). Os genes em questao
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pertencem a uma subdivisdo das quimosinas que tem papel importante na regulagdo das
respostas inflamatdrias e imunes do corpo. As quimosinas poderiam atrair e ativar
seletivamente leucocitos e uma variedade de outros tipos de células, além de regular as
respostas inflamatdrias e imunes do corpo. Como exemplo o ligando de quimosina CXCL10
regula as respostas imunes por meio da ativacdo e recrutamento de leucdcitos, ativacdo das
células T, eosindfilos e mondcitos (ANTONELLI et al., 2006). A regido no qual estdo
descritos os genes CXCL1, CXCL8 e CXCL10 foi responsavel por explicar mais de 1,1% da
variancia aditiva. BERTON et al. (2017) verificaram que a regido onde estdo descritos 0s
genes CXCL1, CXCL8 e CXCL10, foi responsavel por explicar aproximadamente 5,3% da
variancia aditiva para a caracteristica plaquetas.

Tabela 4. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 0,5% da variancia para
OPG nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 12 de ovinos Santa Inés.

Cromossomo Posicéo Gene
(pb)

OAR1 250546322 STAGL; PCCB; MSL2; TRNAC-GCA; PPP2R3A; EPHBI,
- KY; CEP63; ANAPC13
252610410

OAR2 131439040 MIR10B; SP3; MAP3K20; LOC101118851; DPP4; ITGB6;

- LOC101109941; ACVR1; HNMT; CXCR4; INSIGZ;
219701580 GYPC; LOC101122667; PPIL3; BMPR2; CD28; CTLA4;
CREB1,; LOC101119537; LOC101119795;
LOC101120055; IDH1; MYL1; LOC101109155; IGFBPZ2;

IGFBPS5; SLC11A1; MIR26B

OAR3 130445937 CEP83
130491628
OAR4 29326870 ABCBS; SP4; DNAH11,; IL6; CCDC126; LOC101121256;

- RUNDC3B; LOC101122517; LOC101121769; CROT;

45072864 DMTF1; KIAA1324L ; GRM3; SEMAS3D; SEMA3A;
SEMAGSE; PCLO; CACNA2D1; HGF; SEMASC; GNATS;
GNAT1; PHTF2; PTPN12; CCDC146; FBXL13; LRRC17,;
NAPEPLD; SLC26A5; RELN

OAR5 25003474 BAGALTY7; PROP1; ZNF496; MADCAM1; RPS15; GDF9;
- VDACI; PPP2CA; UBEZ2B; PITX1; SMDAS5; EGR1,
87110138 PURA,; CD14; FGF1; NR3C1; MIR143; SLC26A2;
ATOX1; GRIA1L; 1L12B; ADRA1B; CCNG1; HMMR;
VCAN

OARG 87360405 ALB; AFP; CXCL38; LOC101103238; LOC101104151;
- CXCL1; AREG; G3BP2; USQO1,; PPEF2; SDAD1,
96458624 CXCL10; ART3; NUP54; CCDC158; SEPT11; CCNI;
CNOT6L; MRPL1; FRAS1; ANXA3; BMP2K; PAQRS;
ANTXR2; PRDMS; FGF5; C6H40rf22; BMP3 PRKGZ2,;
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RASGEF1B

OARS 70833817 ADGB; STXBP5; SASH1; UST; TAB2; ZC3H12D; PPIL4;
- GINM1; KATNAIL; LATS1; LOC105615955; NUP43;
74299776 PCMT1; LRP11; LOC101105258; LOC105609630; I'YD

OAR12 35533990 SELE; MIR199A; FASLG; KIAA2013; NPPB; NPPA;
- LOC101112585; MTOR; PGD; CA6; ENO1; PARKY;
49228109 DNAJC11; LOC101116162; PLEKHGS; ACOTY;
LOC101117436; CHD5; KCNAB2; NPHP4; AJAP1; TP73;
MEGF6; PRDM16; MMEL1; MORN1; LOC101121791;
PRKCZ; CFAP74; LOC101104843

Para a FAMACHA, foram identificadas regibes cromossdmicas associadas com a
caracteristica nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 13 (Figura 3). No OAR13 foram
encontradas regides que explicaram a maior variancia aditiva (1,1%, aproximadamente),
indicando que no OAR13 possa conter genes e/ou QTLs de maior efeito na expressdo da
caracteristica. Nesse cromossomo ja foram encontradas associacdes com caracteristicas
relacionadas com a resisténcia, em que BERTON et al. (2017) verificaram associacdo de

regides no OAR13 com a contagem de glébulos brancos.

FAMACHA

% Variancia Explicada

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 21 23 25

Cromossomo

Figura 3. Associagdo considerando o minimo de 1% da variancia aditiva (linha vermelha) e
associacdo sugestiva (linha preta) que considera minimo de 0,5% da variancia aditiva
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes distribuidos por cromossomos para caracteristica
FAMACHA de ovinos Santa Inés.
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Dentre os genes encontrados por meio da associacdo considerando 1% da variancia
aditiva (Tabela 5), o gene proteina de ligacdo GATA3 (GATA3), presente no OAR13, pode
atuar na resposta da defesa, reage a presenga de um corpo estranho ou a ocorréncia de uma
lesdo, restringindo a extensdo de lesdo, prevenindo e recuperando a infeccdo causada pelo
corpo estranho (BERTON et al., 2017).Um dos principais nematddeos que acomente rebanhos
ovinos e que causa lesdo nos sdo pertencentes a familia Trichostrongylidae, no qual o género
Haemonchus, esses nematddeos sdo hematdfagos, (AMARANTE, 2004) ou seja se alimentam

de sangue, 0 que pode causar lesdo nos animais acometidos por esse nematodeo.

Tabela 5. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 1% da variancia para
FAMACHA no cromossomo 3 de ovinos Santa Inés

Cromossomo Posicéo Gene
(pb)
OAR13 11941763 TAF3; LOC105610810; TRNAG-UCC; LOC105610811;

- GATAS; TRNAE-UUC
12237644

A patogenia causada por H. contortus é essencialmente de uma anemia hemorrégica
aguda, devido ao habito hematéfago do verme (AMARANTE, 2004), com isso 0 gene
GATAS3 possivelmente, possa atuar como resposta de defesa do organismo. O gene GATA3
regula a diferenciacdo de células T e qualquer processo que ativa ou aumente a frequéncia, a
taxa ou a extensdo da diferenciacdo de células T. O controle da colonizacdo do parasita e da
producdo de ovos esta fortemente ligado aos niveis de anticorpos IgA regulados pela ativacdo
das células T no tecido linfético, e os animais suscetiveis e/ou infectados desenvolvem uma
resposta inflamatoria Thl / Th17 no abomaso (WILKIE et al. 2016). As células T tem papel
importante no controle de nematddeos atuando na regual¢do da produgdo de anticorpos e a
maturacdo de mastocitos (PATEL et al., 2009). Estudos com camundongos tém destacado o
papel central dos produtos de células Th2 interleucina (IL) -4 e IL-13 no controle de
nematodeos (GRENCIS et al., 2015).

Tabela 6. Identificacdo de genes com base no percentual minimo de 0,5% da variancia para
FAMACHA nos cromossomos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, e 13 de ovinos Santa Inés.

Cromossomo Posicdo Gene
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POU1F1; CD80; CD86; CASR; MYLK; APOD; OSTN;

onrt HP%9% CLDNL SST; RTP4; ADIPOQ; AHSG; GHSR; PDCDI0;
s6go0p30s  MIRIGB; IL12A; CP; AGTRL: SLCO2AL; TF; NUDTL6;
MX2: MX1: PDXK: TRPM2: ITGB2; COLBAL
105695650 HAND2: LOC105608588: SCRG1: SAP30: HMGB2:
06512643 GALNTZ: GALNTL6
210295546 MAP2: UNCS0: RPE: KANSL1L: LOC105611607: ACADL:
i MYL1: LANCL1: LOC101102541; CPS1: LOC101102789:
211748563 LOC101107850
OAR?2
24042691 MiACO1; LOC101114847; TMEMS0A; RSRP1; SYF2;
240921688 LD
241065735 LOC101115766: CLIC4: LOC101116025: SRRM1: NCMAP:
i RCAN3: NIPAL3: STPGL: GRHL3: IEFNLRL: IL22RAL:
241069339 MYOMS3: SRSF10; PNRC2: LOC101118928; CNR2: FUCAL
LOC101123547: LOC101101975; LOC101102226:
LOC101102472: LOC101102718: LOC101102972:
137556243 LOC101103226: LOC101103465: LOC101103713:
OAR3 i C3H120rf54: LOC101103970;
138135461 LOC101104739: LOC101104481: LOC101104986:
LOC101105237: LOC101105490: LOC101105739: ZNF641:
LOC101105997: LOC101106252; LOC105611712
21951630
i ETV1: DGKB
23188917
OAR4 40679536
i LOC101115786; GNAIL
41399083
12297748
i ANK2
12461185
OARG GABRA4 GABRBL: COMMDS: ATP10D: CORIN: NEXLL:
65357201  CNGAL: NIPALL TXK: TEC: SLAIN2: SLC10A4: ZARL:
i FRYL: OCIADL: CIAD2: CWH43: DCUNL1D4: LRC66:
68565208 SGCB: SPATALS: LOC105615576:
USP46: RASL11B: SCED2
93036583
OAR7 LOC105609813; FLRT2

94560664
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Dentre os genes encontrados que estdo associados com 0 FAMACHA, destaca-se o
Pituitary-specific positive trasncription fator 1 (POU1F1), descrito no OAR1 (Figura 3). Em
seres humanos, as mutacbes POULF1 causam a deficiéncia de prolactina, tirotropina e
horménio do crescimento SALEMI et al. (2003) . POU1F1 jéa foi identificado como QTL para
caracteristicas de producéo, tais como producdo de leite, peso ao nascer; peso a 90, 270 e 450
dias, peso de desmame, e, pré e pds-desmame, ganhos médios de peso diario (HEIDARI et al.,
2012). Possivelmente o gene em questdo possa estar envolvido na expressao da caracteristica
relacionada ao crescimento em ovinos.

Alguns genes estdo associados a mais de uma caracteristica, evidenciando efeito
pleitropico e justificando a correlacdo existente entre as caracteristicas. Como exemplo, 0s
genes CD80 e CD86, presentes no OAR1, estdo associados tanto para RV quanto para
FAMACHA, ja para o gene CD28 presente no OAR2 foi verificados associacdo para RV e
OPG.

Conclusoes

Com a associagdo sugestiva foi possivel encontrar um maior numero de genes que
estdo envolvidos nos processos de expressdo das caracteristicas de resisténcia a verminose.
Foi possivel identificar regiGes cromossémicas associadas as caracteristicas de resisténcia a
verminose, OPG e FAMACHA. As regifes identificadas poderdo auxiliar no processo de
selecdo dessas caracteristicas em programas de melhoramento da raca santa Inés.

Os genes, CXCL1, CXCL8, CXCL10, TLR1, TL6, TLR10, ADIPOQ, POU1F1 fazem
parte de processos bioldgicos e fungbes moleculares importantes relacionadas com a
resisténcia a verminose, podendo ser considerados genes candidatos para resisténcia a

endorapasitas.
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6. Considerac0es Finais

O uso de informagbes gendmicas além de trazer uma melhor acurécia na predi¢do dos
valores genéticos, vem substituindo informacdes de pedigree, porem deve-se ter a
preocupacdo com a coleta dessas informacdes pois sao bases para 0 melhoramento genético.

As caracteristicas de resisténcia a endoparasitas em ovinos possuem associagdes
gendmicas em regides cromossdmicas especificas. No entanto maiores estudos ainda precisam

ser realizados, uma vez que o nimero de animais genotipados foi pequeno.



