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TORRES, T.S. Métodos tradicionais e gendmicos aplicados ao melhoramento
genético de ovinos para resisténcia a verminose. 2019. 133f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

RESUMO

A identifica¢do de marcadores genéticos associados a resisténcia a infecgoes causadas
por nematoides gastrintestinais, assim como o entendimento sobre a relacdo genética
entre tamanho corporal e resisténcia a parasitas podem auxiliar no processo de selecao
de animais mais resistentes. Objetivou-se com este estudo realizar a avaliacdo genética
de ovinos da raca Santa Inés para resisténcia a nematoides gastrintestinais e
caracteristicas de tamanho corporal, com uso das matrizes de parentesco tradicional (A)
e com inclusao de dados gendmicos (matriz H), assim como identificar regides
genOmicas associadas a essas caracteristicas. Foram utilizadas 500, 980 ¢ 980
observagdes de resisténcia a nematoides gastrintestinais (RV), profundidade toracica
(PT) e altura da garupa (AG), respectivamente. Havia 1.637 individuos na matriz de
numeradores de parentesco, dos quais 389 foram genotipados com o painel
OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.). No Capitulo 1, foram estimados parametros
genéticos e acurdcia de valores genéticos para as caracteristicas em estudo, com uso das
matrizes de parentesco A e H, em anélises uni e multicaracteristicas. As estimativas de
herdabilidade obtidas com a inclusdao de informag¢ao gendmica foram superiores em
todos os cenarios ¢ apresentaram magnitude moderada para todas as caracteristicas. As
estimativas de correlagdo genética variaram de -0,65 + 0,31 a 0,59 = 0,19. As
estimativas de acuracia foram maiores em todos os cenarios em que foi utilizada
informagdo genomica. A selecdo gendmica serd mais vantajosa em relacdo a selecdo
tradicional e promovera maior ganho genético para resisténcia a nematoides
gastrintestinais e tamanho corporal em ovinos da raca Santa Inés. No Capitulo 2, foi
utilizada a metodologia de associagcdo gendmica ampla em passo unico (ssGWAS) para
identificar regides gendmicas associadas as caracteristicas em estudo, considerando a
propor¢ao de variancia genética aditiva explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes.
Um total de 36, 30 e 35 janelas que explicaram pelo menos 0,5% da variancia aditiva
foram identificadas para RV, PT e AG, respectivamente. Varias regides e genes
candidatos relacionados ao funcionamento do sistema imune, assim como ao
desenvolvimento corporal e metabolismo 6sseo foram encontrados. Além disso, foram
identificados varios genes nao caracterizados. Os genes identificados poderdo ser uteis
para auxiliar no processo de selecao de individuos com maior resisténcia a verminose €
melhor desenvolvimento corporal. Estas caracteristicas necessitam de mais estudos para
melhor compreensdo dos genes que estao ligados a sua expressao.

Palavras-chave: avaliagdo genética; GWAS; Haemonchus; ovinocultura; ssGBLUP
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TORRES, T.S. Traditional and genomic methods applied to genetic improvement
of sheep for resistance to worm infection. 2019. 133f. Thesis (Doctorate in Animal
Science) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

ABSTRACT

The identification of genetic markers associated with resistance to gastrointestinal
nematode infections, as wel as the understanding on the genetic relationship between
body size and resistance to parasites may help in the process of selection of animals
more resistant to endoparasites. The objective of this research was to perform the
genetic evaluation of Santa Inés sheep for resistance to gastrointestinal nematode
infection and body size traits using the numerator relationship matrix (A) and the matrix
H, which combines pedigree and genomic information, as well as to identify genomic
regions associated with the traits in study. A total of 500, 980 and 980 records of
resistance to gastrointestinal nematode infection (RGNI), thoracic depth (TD), and rump
height (RH), respectively, were used. There were 1,637 animals in the numerator
relationship matrix, of which 389 were genotyped with the OvineSNP50 BeadChip
panel (Illumina Inc.). In Chapter 1, the genetic parameters and breeding value accuracy
were estimated using both the relationship matrices A and H, in single- and multi-trait
analyses. In all the scenarios including genomic information, the heritability estimates
increased and had moderate magnitude for all the traits in study. The estimates of
genetic correlation ranged from -0.65 £+ 0.31 to 0.59 + 0.19. The estimates of accuracy
were higher for all the traits when the genomic information was included in the model.
Thus, genomic selection will be more beneficial than the traditional one and will
promote more genetic gain for resistance to gastrointestinal nematode infection and
body size in Santa Inés sheep. In Chapter 2, the single-step genome-wide association
(ssGWAS) methodology was used to identify genomic regions associated with the
evaluated traits, considering the proportion of additive genetic variance explained by
windows of 10 adjacent SNPs. A total of 36, 30 and 35 windows that explained at least
0.5% of the additive variance were identified for RGNI, TD and RH, respectively.
Several regions and candidate genes associated with the activity of the immune system,
as well as to the body development and bone metabolism were found. In addition,
several uncharacterized genes were found. The identified genes may be usefull to help
in the selection of animals more resistant to gastrointestinal nematode infection and
with better body developmnet. More studies are necessary for the better understanding
of the genes involved in the expression of the evaluated traits.

Keywords: genetic evaluation; GWAS; Haemonchus; sheep farming; ssGBLUP
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o efetivo de ovinos ¢ de aproximadamente 17,98 milhdes de cabegas
(IBGE, 2018) e a ovinocultura vem ganhando destaque por suas importantes
contribuicdes para a economia e desenvolvimento do pais. Nesse contexto, tem se
destacado a raga ovina Santa Inés, que ¢ um recurso genético originario do Nordeste,
constituido de animais adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas da regido, que
apresentam 6tima classificagao funcional em caracteristicas de qualidade da pele, ganho
em peso e qualidade de carcaca (SOUSA; LOBO; MORALIS, 2003).

Apesar do grande potencial da ovinocultura para o fornecimento de proteina,
esta atividade tem enfrentado desafios como as infecgdes parasitarias gastrintestinais,
que ocasionam baixos desempenhos produtivos e reprodutivos e, muitas vezes, a morte
de animais (CHARLIER et al., 2014). O controle de endoparasitas em todo o mundo
baseia-se principalmente no uso de drogas anti-helminticas. Todavia, o uso excessivo de
medicamentos pode resultar na resisténcia dos endoparasitas aos principios ativos, além
de deixar residuos na carne e no meio ambiente (ZVINOROVA et al., 2016).

Atualmente, € crescente a busca por métodos alternativos para controle de
parasitas gastrintestinais em ruminantes, principalmente em relacdo a espécie
Haemonchus contortus, que representa uma das categorias de nematoides
gastrintestinais (NGI) de maior importancia econdmica na criagdo de pequenos
ruminantes em todo o mundo (DLAMINI et al., 2019). Neste sentido, uma eficiente
estratégia ¢ a selecdo de animais geneticamente resistentes a infeccdo por NGI, pois a
resisténcia a NGI ¢ herdavel (AMARANTE, 2004; GETACHEW; DORCHIES;
JACQUIET, 2007). Em varios paises, a sele¢do genética para resisténcia a NGI tem sido
realizada com base na contagem de ovos por gramas de fezes, escore FAMACHA e
escore da condi¢do corporal (RILEY; VAN WYK, 2009; AGUERRE et al., 2018).

No entanto, quando as caracteristicas indicadoras de resisténcia a NGI sdo
utilizadas individualmente em estratégias de selecdo, ha variacdes na eficiéncia,
dependendo de fatores como quantidade de observagdes, raca dos animais avaliados,
condi¢gdes climaticas, espécie de nematoide, anti-helminticos utilizados, presenca de
animais com sinais clinicos visiveis e estado nutricional dos animais (VAN WYK;
BATH, 2002; CORNELIUS; JACOBSON; BESIER, 2014; MARQUES et al., 2018).

Portanto, a resisténcia a NGI em ovinos apresenta dificil mensuragdo, por nao
existir uma caracteristica unica que a defina com precisdo para todas as ragas e

condicdes de criagdo. Assim, o estudo da resisténcia a NGI tem sido realizado com uso
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de diferentes caracteristicas em conjunto (ARAUJO, 2017; SANTOS, 2018). Neste
sentido, outra opg¢do seria o uso de métodos de inteligéncia computacional, como a
logica fuzzy, que permite a combinacdo de diferentes caracteristicas de forma eficiente
e, assim, poderia auxiliar na identificagdo de ovinos com maior resisténcia a NGI.

Aliado ao estudo sobre a resisténcia a NGI, o entendimento sobre a relagao entre
resiténcia a NGI e tamanho corporal pode ser interessante para auxiliar na selecdo de
animais mais resistentes a NGI com base no tamanho corporal, que ¢ uma caracteristica
que indica produgdo de carne e ¢ mais facil de ser mensurada. Ainda ndo ha um
consenso a respeito do tamanho corporal que proporciona maior resisténcia a NGI e
nem sobre a relacdo genética entre esta e tamanho corporal, em ovinos (COLTMAN et
al., 2001; STEAR et al., 2003; IDRIS et al., 2011).

Além da mensuracao eficiente de fendtipos, a avaliacdo genética de diferentes
espécies pecuarias tem sido beneficiada com o uso de informagdes genomicas
(SIMIANER, 2016). Varios estudos com uso de informagdo gendmica tém investigado
a variacdo observada em caracteristicas indicadoras de resisténcia a verminose € a
presenca de marcadores genéticos que possam ser utilizados para selecao (KEMPER et
al.,, 2011; RIGGIO et al., 2013; MCRAE et al., 2014). As informagdes genOmicas
também tém sido utilizadas para a detec¢do e identificacdo de regides ou genes
candidatos a selegdo para resisténcia a NGI e tamanho corporal em ovinos
(BENAVIDES et al., 2015; BERTON et al., 2017; KOMINAKIS et al., 2017).

Portanto, neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo de informagao
gendmica na avaliacdo genética de ovinos da raca Santa Inés para resisténcia a
nematoides gastrintestinais e tamanho corporal, assim como identificar regides
genOmicas e mecanismos fisiologicos relacionados a essas caracteristicas, por meio de
estudos de associagdo gendmica ampla e ontologia génica.

Esta tese ¢ apresentada conforme as normas do Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui, dividida em revisdo de literatura e
dois capitulos. A revisao de literatura engloba os temas abordados no estudo, servindo
como referencial teorico. O Capitulo I trata do estudo do mérito genético de ovinos
Santa Inés para resisténcia a nematoides gastrintestinais e tamanho corporal com uso de
um método tradicional de avaliagdo genética e um métdo com uso de informagdes
genomicas. O Capitulo II consiste no estudo de associagdo gendmica ampla para
resisténcia a nematoides gastrintestinais € tamanho corporal em ovinos da raga Santa

Inés. A tese ¢ finalizada com as Consideragdes Finais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovinocultura no Brasil

A criagdo de pequenos ruminantes para a producao de carne ¢ uma das principais
atividades da pecudria no Brasil, com destaque para a regido Nordeste, que detém
64,2% do contingente total do efetivo do rebanho ovino do pais (IBGE, 2018). A
ovinocultura ¢ uma atividade pecudria em expansdo e tem sido estimulada pela
valorizagdo em decorréncia do aumento de sua demanda para o fornecimento de
proteina animal (SANTOS et al., 2016). Neste sentido, os consumidores esperam
produtos com melhor qualidade e, assim, exigem dos produtores a adequacdo do
sistema de producdo para atender a essas exigéncias.

No Brasil, os ovinos geralmente sdo criados em sistemas extensivo, semi-
intensivo e intensivo. O sistema extensivo consiste na criagdo dos animais em pastejo de
areas sem demarcagdo ¢ sem a necessidade de grandes instalagdes, em contrapartida
conta com baixa produtividade e ocupa grande extensdo de terras, além do produtor ndo
ter controle sobre os animais (DANTAS, 2006). No sistema semi-intensivo, os animais
tém acesso a pastagem apenas para se alimentarem, de modo que recebem
suplementagdo em cochos no periodo de escassez. Neste sistema o produtor tem
controle sobre os animais, inclusive sobre o manejo sanitirio do rebanho. O sistema
intensivo consiste no confinamento total dos animais em tempo integral, de modo que
os produtores tém total controle dos animais e, assim, conseguem animais precoces para
o abate, com melhor acabamento de carcaga e € possivel maior controle sanitario do
rebanho (PEDREIRA et al., 2002).

Devido a existéncia de condigdes climaticas distintas entre diferentes regides do
Brasil, a busca por animais melhor adaptados a cada regido deve ser um fator
importante na tomada de decisdo sobre qual raga utilizar, dependendo da finalidade da
criacdo. Assim, uma boa opg¢do para a producdo de carne ovina € a criagdo de animais
de racas adaptadas as condi¢des de clima tropical, como os ovinos da raga Santa Inés,
que ¢ originaria do Nordeste brasileiro, desenvolvida por meio de cruzamentos
intercorrentes entre as ragas Bergamdacia, Morada Nova, Somalis e outros ovinos Sem
Padrao Racial Definido (ARCO, 2018). O ovino Santa Inés ¢ deslanado, de grande
porte, peito largo, pernas compridas, orelhas longas, auséncia de cornos e apresenta
pelagens variadas, sendo considerado um animal rustico e precoce. Por conta desses

fatores, a raga Santa Inés € a principal raga materna em cruzamentos especializados para
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produgdo de carne (SOUSA; LOBO; MORAIS, 2003). Os ovinos da raga Santa Inés
também sdo caracterizados pela manutengao ou perda minima de produgdo durante
estresse caldrico, alta eficiéncia produtiva, baixas taxas de mortalidade, longevidade e

resisténcia a doengas (MCMANUS et al., 2011).

2.2. Resisténcia genética de ovinos a nematoides gastrintestinais

Um dos maiores problemas sanitarios enfrentados pela ovinocultura em todo o
mundo ¢ a incidéncia de nematoides gastrintestinais nos rebanhos, devido a
contaminagdes que ocorrem principalmente em sistemas de criagdo em que os animais
tém acesso a pastagem (ABEBE et al., 2010). Isto ameaga a rentabilidade da cadeia
produtiva devido aos prejuizos causados pela perda de peso, mortalidade elevada e
baixas taxas de natalidade, desmame e reproducdao (FERNANDES et al.,, 2017). A
prevaléncia de parasitas gastrintestinais e a severidade da infeccao depende de fatores
como diversidade ecoldgica, condi¢des climaticas, modo de uso de medicamentos,
idade, categoria, saude e estado nutricional dos animais (CHARLIER et al., 2014).

Os endoparasitas gastrintestinais que infectam os ovinos sdo pertencentes as
classes Nematoda, Cestoda e Trematoda. A classe Nematoda ¢ o grupo que possui
maior quantidade de espécies e o que mais acomete os pequenos ruminantes. Dentro
desse agrupamento, os géneros que parasitam os ovinos no Nordeste Brasileiro sdo
Strongyloides, Trichostrongylus, Cooperia, Oesophagostomum, Trichuris,
Bunostomum, Skrjabinemae e Haemonchus (COSTA; SIMOES; RIET-CORREA,
2011). Os parasitas da espécie Haemonchus contortus apresentam maior prevaléncia e
patogenicidade em ovinos, por alimentarem-se de sangue. Esta espécie de nematoides
esta presente em regioes temperadas, tropicais e subtropicais, nas quais as condigdes
quentes e umidas favorecem o seu desenvolvimento (BESIER et al., 2016).

Os sinais clinicos dos animais acometidos pelo H. contortus sdo: anemia, pois 0s
endoparasitas na fase adulta ingerem sangue da mucosa do abomaso, causando
hemorragia aguda; emagrecimento; presenga de edema submandibular; prostracdo; e até
mesmo a morte de animais, em casos mais severos (BESIER et al., 2016). O diagndstico
clinico-laboratorial ¢ realizado principalmente por meio da contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), deteccdo da anemia por exames laboratoriais (hematocrito),
visualizagao da mucosa conjuntiva pelo método FAMACHA associado ao escore da

condig¢ao corporal (VAN WYK; BATH, 2002; BESIER et al., 2016).
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Em relagdo ao controle de endoparasitas gastrintestinais, geralmente sdo
obedecidos dois segmentos: o hospedeiro ¢ o ambiente. No hospedeiro, devera ser
verificada a resisténcia e a reducdo da carga parasitaria, enquanto que, no ambiente, a
contaminag¢do de pastagens por larvas infectantes deverd ser verificada (TORRES-
ACOSTA; HOSTE, 2008). A resisténcia do hospedeiro a NGI pode ser definida como a
capacidade natural do animal impedir o desenvolvimento do parasita, de modo a
conseguir diminuir o estabelecimento das larvas, retardar o crescimento dos parasitas ou
eliminar aqueles ja existentes (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). A habilidade dos
animais em expressarem ou adquirirem imunidade contra os nematoides ¢ controlada
geneticamente (BURKE; MILLER, 2008). Assim, a sele¢do para animais geneticamente
resistentes a verminose resulta em beneficios como menor niimero de vermes nos
animais do rebanho e menor contaminag¢do das pastagens (HOSTE, 2005).

As estimativas de herdabilidade para caracteristicas indicadoras de resisténcia a
verminose como contagem de ovos por gramas de fezes (OPG), escore FAMACHA e
escore de condi¢dao corporal variam de baixa a alta magnitude (BISSET et al., 2001;
ZVINOROVA et al., 2016; FREITAS et al., 2019). Alguns estudos relatam valores de
herdabilidade que variam de 0,00 a aproximadamente 0,70 para contagem de ovos por
gramas de fezes (BISHOP et al., 2004; POLLOT et al., 2004; VANIMISETTI et al.,
2004). Na raga Santa Inés, hé relatos de estimativas de herdabilidade para OPG que
variam de 0,01 a 0,52 (LOBO et al., 2009). Berton et al. (2017) relataram herdabilidade
de 0,11 £0,03 para logi0OPG e 0,35 £ 0,11 para escore FAMACHA, ambas com uso de
informagdo gendmica, em ovinos Santa In€s. Para escore da condi¢do corporal em
ovinos desta raga, Amorim et al. (2018) encontraram herdabilidade de 0,04 + 0,03.
Snyman e Fisher (2019) relataram herdabilidades de 0,11 + 0,03 a 0,29 + 0,05, para
escore de condi¢ao corporal, 0,03 = 0,01 a 0,29 + 0,05 para escore FAMACHA, ¢ 0,09
+ 0,01 a 0,27 + 0,08 para OPG em escala de logaritmo, usando diferentes modelos em
estudo com ovinos Dohne Merino.

A amplitude de valores obtidos para as estimativas de parametros genéticos para
as caractaristicas indicadoras de resisténcia a verminose mencionadas acima ¢ devida a
diversos fatores que diferem entre cada estudo, como condi¢cdes ambientais,
metodologias estatisticas, espécie de nematoide em estudo, gendtipo e categoria dos
animais, ¢ quantidade de informagdes disponiveis. Um bom exemplo para ilustrar o
nivel de variagdo que pode ocorrer entre estudos sobre resisténcia a NGI ¢ a contagem

de OPG, que ¢ altamente variavel (0 a >1000) e assimétrica, de modo que exige sua
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transformagdo antes da realizagdo de andlises estatisticas (CLOETE et al., 2007). Uma
das transformagdes mais utilizadas para OPG ¢ a logaritmica, que ¢ apresentada com
varios valores diferentes em diferentes trabalhos (BISHOP et al., 2004; LOBO et al.,
2009; MPETILE et al., 2015; KEANE et al., 2018).

Os mecanismos responsaveis pela manifestacdo da resisténcia ainda ndo foram
completamente esclarecidos, porém o desenvolvimento da resisténcia contra os
nematoides gastrintestinais tem sido associado com a resposta mediada por linfocitos
Th2 CD4 (pelo aumento do numero de mastocitos na mucosa), eosinofilia, producdo de
anticorpos especificos, presenca de substancias inibidoras no muco e ao aumento na
producdo deste, além da produc¢do das imunoglobulinas IgE e IgA (AMARANTE;
AMARANTE, 2003; BAMBOU et al., 2013; BENAVIDES; SONSTEGARD; VAN
TASSEL, 2016).

Viarios pesquisadores de diferentes paises t€ém se empenhado na busca de
estratégias com base em ferramentas de genética molecular para buscar perfis que se
enquadrem na resisténcia a endoparasitas, por meio de identificagdo de genes, regioes
gendmicas e mecanismos fisiologicos relacionados com a resisténcia a nematoides
gastrintestinais (PERIASAMY et al., 2014; BENAVIDES et al., 2015; BIAGIOTTI,
2016; BERTON et al., 2017; SANTOS, 2018). Em estudos utilizando a raga Santa Inés,
Berton et al. (2017) verificaram varios genes em regides que estdo relacionados a
resposta imune na defesa do organismo. Em outro estudo sobre esta raga, Santos (2018),
verificou a participacdo dos genes CXCLI, CXCLS, CXCLI10, TLRI, TL6, TLRIO0,
ADIPOQ e POUIFI, em processos biologicos e fungdes moleculares importantes
relacionadas com a resisténcia a nematoides gastrintestinais, como provaveis genes

candidatos a resisténcia a endoparasitas em ovinos.

2.3. Relagdo entre tamanho corporal e resisténcia a parasitas em ovinos

Nos sistemas de produgdo pecudria, a realizagdo do controle zootécnico ¢é
indispensavel para que a atividade se torne rentavel. Neste sentido, uma das medidas
necessarias ¢ o acompanhamento do desenvolvimento ponderal dos animais. Isto
apresenta grande importancia para o monitoramento do crescimento de cada individuo e
da produtividade do rebanho, de modo que possibilita melhorias nos manejos
nutricional, reprodutivo e sanitario (CARNEIRO et al., 2007).

O desempenho ponderal dos animais ¢ avaliado com base no tamanho corporal,

que engloba medidas como altura da garupa e cernelha, comprimento corporal,
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perimetro toracico, peso e profundidade toracica, que estdo diretamente relacionadas
com o crescimento do animal e produgdo de carne. Estas caracteristicas apresentam
estimativa de herdabilidade variando de moderada a alta magnitude, indicando que o
processo de sele¢ao para as mesmas pode ser eficiente (REGO NETO, 2017).

As caracteristicas de tamanho corporal sdo bastante estudadas em espécies
destinadas a produgdo de carne e sao amplamente utilizadas nos processos de selecao,
sobretudo com base em resultados de avaliagdo genética realizada com uso da
metodologia BLUP (melhor preditor linear ndo viesado), que tem como base
informacgdes de pedigree para estimar a relagdo entre os individuos (MORRISSEY et
al., 2012). Com os avancos tecnologicos e maior utilizacdo de marcadores moleculares
como os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), as caracteristicas de crescimento,
tamanho corporal e carcaca em ovinos também tém sido estudadas com o uso de
associacdo genomica ampla (MATIKA et al., 2016).

A relagdo genética entre caracteristicas de tamanho corporal e resisténcia a
parasitas tem sido pouco investigada em ovinos ¢ os resultados sdo discrepantes em
diferentes estudos, dos quais a maior parte avaliou animais selvagens submetidos a
pouca ou nenhuma selegdo artificial (COLTMAN et al., 2001; BERENOS et al., 2015).
Como agravante, a selecdo de pequenos ruminantes para a reproducdo ¢ normalmente
praticada com base no tamanho corporal dos animais especificamente no que tange a
medidas corporais que envolvam dimensdes e suas relacdes. Dessa forma, nao ha
consenso sobre a relagdo genética entre tamanho corporal e resisténcia a nematoides
gastrintestinais em ovinos.

Em estudos com ovinos héd relatos tanto de correlagdes genéticas positivas
(DOUCH et al., 1995; MORRIS et al., 2000) quanto negativas (COLTMAN et al.,
2001; LOBO et al, 2009) entre caracteristicas indicadoras de resisténcia a parasitas (por
exemplo, contagem de OPG) e caracteristicas relacionadas a producdo, como peso e
tamanho corporal. Por conta disso, ¢ complicada a generalizagdo com base nesses
resultados, devido a variagdo entre os diferentes estudos realizados, histérico da
populagdo avaliada, espécies de parasitas, intensidade de infeccao e tratamento anti-
helmintico utilizado (COLTMAN et al., 2001). Além disso, ¢ importante considerar as
diferencas em condigdes ambientais entre estudos, pois correlagdes genéticas positivas
entre resisténcia parasitaria e caracteristicas produtivas sao mais provaveis de ocorrerem
sob condi¢des em que ha abundancia de recursos ambientais favoraveis para a criagao

dos animais (REZNICK; NUNNEY; TESSIER, 2000).
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2.4. Logica Fuzzy para determinaciio da resisténcia a nematoides gastrintestinais

O uso de ferramentas que auxiliem na tomada de decisdes ¢ necessario para o
sucesso dos programas de melhoramento, pelo fato de que alguns parametros
apresentam dificil interpretacdo, principalmente, quando envolve grandes niimeros de
genoétipos e caracteristicas de dificil mensura¢do. Neste contexto, surge a inteligéncia
computacional, que visa compreender, construir, sistematizar e automatizar tarefas
intelectuais na busca de solucionar problemas e realizar tarefas de forma rapida e
eficiente aproximando de situacdes reais (GOMES, 2010).

Dentre as diversas técnicas da inteligéncia computacional que podem auxiliar na
solucdo de problemas, tem-se a logica Fuzzy, que ¢ uma modelagem matematica que
permite trabalhar com pontos de imprecisdo, na resolucao de problemas de automagao
de processos em que a modelagem convencional ndo consegue otimizar, além de
interpretar parametros e, assim, automatizar decisdes que antes seriam realizadas pelos
melhoristas (CARNEIRO, 2016). A logica Fuzzy surgiu como uma alternativa para
tratar a incerteza, a qual pode ser estendida para lidar com o conceito de verdade
parcial, onde o valor verdade pode compreender entre completamente verdadeiro e
completamente falso, ou seja, permite que variaveis ndo admitam valores precisos
necessariamente, como 0 ou 1.

A logica Fuzzy ¢ uma ferramenta capaz de capturar informagdes vagas, em geral
descritas em linguagem natural, e converté-las para um formato numérico, de facil
manipulacdo, baseando-se em graus de pertinéncias das caracteristicas em relagdo ao
seu conjunto. Essa ferramenta possibilita ainda a constru¢do de varias regras, que
facilitam a modelagem dos problemas, tornando-os assim menos complexos (RIGNEL;
CHENCI; LUCAS, 2011).

O grau de pertinéncia ¢ definido por um ntimero real no intervalo entre 0 e 1,
que determina o quanto uma varidvel pertence a um determinado conjunto. Na logica
Fuzzy existe uma faixa de valores entre 0 a 100%. Além disso, um elemento pode
pertencer a mais de um conjunto Fuzzy, com diferentes graus de pertinéncia, podendo
apresentar diferentes formas, as quais dependem do critério utilizado pelo pesquisador e
o que melhor representa o objeto de estudo (MEJIA SANCHEZ, 2009).

O sistema Fuzzy (Figura 1) ¢ um modelo que permite a identificacdo dos
modulos que compdem tal sistema, fornecendo assim a ideia do fluxo de informacao
dentro do mesmo. O processamento ¢ composto basicamente pelas etapas fuzzificagao,

base de regras, inferéncia e defuzzificagdo. A fuzzificacdo se da pela conversdo das
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entradas (banco de dados) em uma representagdo conhecida como conjuntos fuzzy e
ativagOes das regras estabelecidas pelo pesquisador, que servem para caracterizar um
sistema de acordo com a quantidade de dados de entrada e saida. A inferéncia
compreende o mapeamento das informagdes obtidas na etapa anterior e a defuzzificagdo
¢ a interpretacdo precisa do conjunto Fuzzy de saida pelas regras, com o objetivo de

obter um valor numérico (TANSCHEIT, 2004).

fornecidas por especialistas ou
extraidas de dados numéricos

E— \ .................. ]
para ativar REGRAS para fornecgr a
as repras saida precisa
. io |!  pEFUZZIFICACAO]-
L FUzzEIcACio || D ¥ C o
precisas 1 precisa
s INFERENCIA =
conjuntos fuzzy conjuntos fuzzy
de entra_da TSRS S S EAS AR EASE SRR EE S - de Saj'da

* mapeia conjuntos fuzzy em conjuntos fuzzy
* determina como as regras sdo ativas e combmadas

Figura 1 - Representa¢@o do sistema de inferéncia Fuzzy. Fonte: Tanscheit, 2004

Algumas pesquisas tém abordado o uso da légica Fuzzy em diversas areas e
dentro das ciéncias agrarias seu uso ¢ crescente, por tornar simples as solucdes de
problemas complexos existentes e ser uma ferramenta de inteligéncia computacional,
que estd sendo adotada para direcionar o produtor na tomada de decisdo e agdes mais
precisas, sem a necessidade do uso de programas estatisticos complexos. Por meio do
uso da loégica Fuzzy ¢ possivel predizer varidveis respostas de interesse, como por
exemplo, consumo de racao, bem-estar animal, ganho de peso, conversao alimentar e
indicacdo de tratamento anti-helmintico (PANDORFI et al., 2007; PEREIRA et al.,
2008; PONCIANO et al., 2012; CASTRO et al., 2018).

No ambito do tratamento anti-helmintico, uma alternativa ¢ a utilizacdo da
logica Fuzzy para a formacdo da caracteristica resisténcia a nematoides gastrintestinais

(RV). Para este fim, uma ferramenta disponivel é o software CAPRIOVI, que ¢ um
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sistema web voltado para gerenciamento de fazendas que dispde de um modulo para
auxiliar os criadores de caprinos e ovinos no diagndstico da necessidade de tratamento
anti-helmintico. O mecanismo utilizado funciona por meio de inteligéncia
computacional, com a inser¢do de valores como entrada e ordenagdo dos animais de
acordo com a necessidade de tratamento. Para a investigacdo da resisténcia a
nematoides gastrintestinais sdo utilizados valores de contagem de ovos por grama de
fezes (OPG), Grau de coloragdo da mucosa conjuntiva (FAMACHA) e Escore de
condicao corporal (ECC), utilizando a Logica Fuzzy. Ap6s inserir os valores coletados
em campo referentes a OPG, escore FAMACHA e ECC, ¢ gerado um relatorio de
vermifugacdo com notas que variam de 0 a 10, em escala continua, para cada animal
analisado. De acordo com a nota atribuida, o modulo realiza uma das seguintes
indicacdes de tratamento: vermifugar, alerta e ndo vermifugar.

Com base nas notas atribuidas a cada animal tem-se a possibilidade de avaliar a
caracteristica resisténcia a nematoides gastrintestinais e formagao de grupos resistentes
e susceptiveis. De acordo com Borges (2017), o modulo computacional do CAPRIOVI
pode simular com precisdo o diagnostico do técnico responsavel e ser utilizado para
auxiliar na indicagdo de tratamento e selecdo de animais com maior perfil para

resisténcia a nematoides gastrintestinais.

2.5. Uso da genética molecular no melhoramento animal

Marcadores moleculares sdo marcas na sequéncia de DNA que apresentam
heranca mendeliana simples e possibilitam o acompanhamento da segregacao de algum
gene de um fendtipo associado a ele, de modo que permitem a diferenciacdo entre
individuos de uma populagao (ABAD et al., 2014). A investigagdo da arquitetura
genética, nimero de genes e da contribuicdo destes para a expressdo das caracteristicas
de interesse consiste em um dos principais objetivos da utilizagdo de ferramentas de
genética molecular em estudos de andlise de DNA (COUTINHO; ROSARIO; JORGE,
2010; TENEVA; PETROVIC, 2010; ABAD et al., 2014; TURCHETTO-ZOLET et al.,
2017).

Os marcadores genéticos moleculares permitem obter informacdo de um
individuo diretamente do DNA, o que torna o processo mais eficiente, mesmo sendo um
desafio aos pesquisadores identificar os genes que controlam a variagao das principais
caracteristicas de interesse econOmico na pecuaria (SINGH et al., 2014). Estas

informagdes gendmicas possibilitam a selecao de animais pelo gendtipo antes mesmo da
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expressdao do fendtipo de interesse, o que leva a um processo seletivo mais preciso e
eficiente (COUTINHO; ROSARIO; JORGE, 2010).

Os principais marcadores polimorficos utilizados em estudos com animais de
interesse zootécnico sdo: RFLP (Restriction Fragment Lenghth Polymorphism);,
microssatélites; e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism ou Marcadores de Base
Unica) (CAETANO, 2009; DEB; CHAKRABORTY; SINGH, 2012). Esses marcadores
polimorficos podem ser encontrados pelo desequilibrio de ligagdo, o que possibilita
estudos de associagdo de caracteristicas fenotipicas (SIDER; ZAROS, 2008). Os
marcadores moleculares auxiliam também na avaliagdo da variabilidade genética e
geram conhecimentos para o direcionamento de acasalamentos, evitando populagdes
endogamicas, o que consequentemente aumenta o ganho genético e auxilia em
estratégias de conservagao de espécies em risco de extingao (ROSA; PAIVA, 2009).

Caracteristicas de tamanho corporal como altura e massa corporea tém sido
amplamente relatadas em estudos com uso de marcadores moleculares, pois estas
caracteristicas apresentam grande importancia econdmica e normalmente sao
influenciadas por centenas de genes em diferentes espécies pecuarias (CAO et al.,
2015). Os marcadores baseados no DNA também tém potencial para serem
identificados para resisténcia parasitaria, pois esta caracteristica tem um componente
genético significativo que pode ser distinguido dos componentes de varidncia ambiental
nesta caracteristica (HUNT; MCEWAN; MILLER, 2008).

Atualmente, os marcadores do tipo SNP tém sido os mais utilizados para estudos
com uso de informagdes moleculares que incluem dados gendmicos. Os SNPs sdo
caracterizados por serem geralmente bialélicos, codominantes, abundantes no genoma
das espécies, em regioes codificadoras e nao-codificadoras, e sdao passiveis de
automagdo da genotipagem. Esses marcadores possuem base de origem nas mutacdes de
ponto, especialmente transi¢gdes e transversdes, sendo considerados como
polimorfismos de Unica base quando presentes em pelo menos 1% da populagdo
analisada, caso contrario, sdo mutagdes ao acaso (BOREM; CAIXETA, 2006;
CAIXETA; FERRAO; MACIEL-ZAMBOLIM, 2013). Os marcadores do tipo SNP sdo
mais estaveis que outros marcadores e possibilitam a deteccdo de grande nimero dessas
variagdes entre alelos de determinado gene (FALEIRO, 2007), sendo que a
possibilidade de automagdo permite a analise de grande quantidade de individuos e

marcadores. Porém, quando utilizados em pequena quantidade, sdo pouco informativos,
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por serem geralmente bialélicos, quando comparados a marcadores como os
microssatélites.

Com os progressos tecnoldgicos, especialmente a genotipagem em massa de
SNPs, pode-se realizar a prospeccdo dos mesmos em grande quantidade entre alelos de
determinado gene, por apresentar um custo relativamente barato, elevado potencial para
automacao, alto desempenho, baixas taxas de erro de genotipagem e alta confiabilidade
(CAETANO, 2009). Isso tornou os polimorfismos de base unica ideais para estudos
gendmicos de diversos fins (DING; JIN, 2009). A redugdo de custos de genotipagem e
sequenciamento possibilitou a expansdo da utilizagdo de SNPs. Com isso, foram
expandidas as possibilidades de uso da informa¢do genOmica na sele¢cdo de rebanhos
para produ¢ao, o que tem impacto na diminui¢do de intervalos de gera¢ao e aumento na
acuracia de predicdao dos valores genéticos preditos (EBVs), além de permitir a
estimacdo de parametros genéticos populacionais (SARMENTO; SENA, 2017).

Em ovinos, os painéis de SNPs mais comumente utilizados apresentam alta
densidade, com mais de 54.000 SNPs que abrangem a totalidade do genoma ovino,
uniformemente espagadas nos cromossomos. Com o uso de chips de SNPs, torna-se
possivel hibridizar o DNA da espécie alvo e identificar os SNPs presentes nas amostras.
O painel OvineSNP50 BeadChip ¢ o mais utilizado em estudos que incluem informagao
gendmica na espécie ovina. Este painel permite uma gama de aplicagdes, dentre elas, a
selecdo gendmica ampla, associacdo gendmica ampla, identificacio de /loci de
caracteristicas quantitativas (QTL), avaliagdo de mérito genético, mapeamento cross-
breed, estudos de desequilibrio de ligagdo, estudos comparativos e caracterizagdo de
ragas para avaliagdo da biodiversidade (ILLUMINA®, 2019).

Os SNPs tém sido utilizados em andlise da diversidade genética e estrutura
populacional (KIJAS et al., 2009; AL-ATIYAT; SALAMEH; TABBAA, 2014,
GRASSO et al.,, 2014; MOURA et al., 2019), conservagao de recursos genéticos
(KAWECKA; GURGUL; MIKSZA-CYBULSKA, 2016), teste de parentesco
(HEATON et al., 2014), analise de haplétipos por varreduras de selecao (KIJAS et al.,
2014), andlise de desequilibrio de ligagao (KIJAS et al., 2014), genotipagem por PCR
com base em SNPs (NICIURA et al., 2018), associagdo (KIJAS et al.,, 2012;
BIAGIOTTI, 2016; ROVADOSCKI et al., 2018) e selecio genomica (RAOUL;
SWAN; ELSEN, 2017).

A associacao gendmica ampla (GWAS) tornou-se uma ferramenta importante

para a identificagdo de genes e marcadores adjacentes associados a QTLs (loci de
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caracteristicas quantitativas), utilizando informagdes de fendtipos e pedigrees aliados a
informagao gendmica (ZHANG et al., 2012). A selecdo gendomica (GWS) propiciou a
escolha de gendtipos superiores numa populagdo para determinada caracteristica com
uma maior acurdcia com base na informacdo genética gendmica (MEUWISSEN;
HAYES; GODDARD, 2001). Essas técnicas podem propiciar a selecdo de animais
superiores de forma precoce, reduzindo o intervalo de geragdes e aumentando a
eficiéncia e acurdcia do ganho genético de fenotipos produtivos como crescimento,
tamanho corporal, produgdo de carne e leite, adaptacio e resisténcia a doengas como a

infestacdao por nematoides gastrintestinais (ZHANG et al., 2013; WANG et al., 2014).

2.6. Aplicacao da associacao gendomica ampla em pequenos ruminantes

Os estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) representam uma poderosa
ferramenta estatistica que auxilia na identificagdo de genes associados a fenotipos em
um determinado organismo vivo. A metodologia GWAS vem ganhando espaco por
permitir o conhecimento de mecanimsos genéticos responsaveis pela expressao de
fendtipos de importancia econdmica através dos estudos de associacdo com o gendtipo
(SCHERER; CHRISTENSEN, 2016). Essa metodologia vem apresentando crescimento
rapido e continua a ser melhorada a cada dia, tornando-se uma técnica mais aplicavel a
producdo animal por explicar a variabilidade, investigar e adquirir conhecimento sobre a
arquitetura genética dos individuos por meio de identificagdes das regides do genoma
que estdo envolvidas na expressdo das caracteristicas de interesse zootécnico
(SANTOS, 2018).

De acordo com Pearson e Manolio (2008), a andlise de GWAS pode ser
realizada em quatro passos: coleta de informacodes fenotipicas, garantindo a consisténcia
da informacgdo; genotipagem e verificagdo da qualidade das amostras e dos SNPs
genotipados; andlise de associacdo entre os SNPs e a caracteristica de interesse; e
replicagdo para identificar a associagcdo em uma populagdo independente.

Por meio de andlises de GWAS podem ser avaliadas as consequéncias
funcionais de cada SNP associado a um determinado fendtipo, podem ser examinadas
outras variantes em desequilibrio de ligagdo com o SNP, estudar a fungdo do gene em
que o SNP reside e estudar as vias biologicas, além de ser possivel desenvolver ensaios

para testar o risco de doencas ou melhorar os programas de tratamento e prevengao de

doengas (SCHERER; CHRISTENSEN, 2016).
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Uma das vantagens do GWAS ¢ a ndo exigéncia de conhecimento prévio
profundo dos processos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na manifestagdo dos
fendtipos estudados (WANG et al., 2005). A principal desvantagem do uso de GWAS
se da pelo fato da grande parte da informagdo fenotipica ser oriunda de animais ndo
genotipados, o que acarreta a diminui¢do da acuracia. O desafio para esse estudo ¢ a
adequacdo de modelos e metodologias estatisticas para a estimagdo e interpretacdo dos
resultados, € como alternativa para minimizar esse efeito, a introdugdo do uso de
abordagem bayesiana para estimagdo dos efeitos dos marcadores, e sua associagdo com
fenotipos por ter a principal vantagem de aumentar o poder de detec¢do de associagdes
(SILVA; REY, 2016).

Como vantagem da metodologia bayesiana aplicada a estudos gendmicos, temos
a predicao dos efeitos de todos os /oci de forma simultanea, por meio de informagdes a
priori dos parametros a serem preditos com informacdes de bancos de dados, gerando
uma distribuicdo a posteriori para cada pardmetro do modelo, a qual ¢ usada nas
inferéncias (SORENSEN; GIANOLA, 2002; OLIVEIRA JUNIOR, 2017).

Os estudos de GWAS em ovinos comecaram a se destacar em 2009, apos o
langamento, pela [llumina Inc. e desenvolvido como parte do Consorcio Internacional
de Gendmica de Ovinos, do chip denominado Ovine SNP50, que permite que 0s
pesquisadores caracterizem a variacdo genética em mais de 50.000 SNPs
simultaneamente no genoma ovino (RIGGIO et al., 2013).

Na literatura, diversos estudos com o uso de andlises GWAS em ovinos podem
ser citados, como por exemplo, Sall¢ et al. (2012) usando I//lumina Ovine SNP50
BeadChip encontraram marcadores relacionados a resisténcia a endoparasitas nos
cromossomos 5, 12, 13 e 21. Em um estudo realizado na Nova Zelandia foi sugerido
que existem trés regides relacionadas a resposta imune do hospedeiro, uma no
cromossomo 15 (OAR15) mostra associagdo com acumulacdo fecal e duas regides para
contagem de ovos fecais (OAR7 e OAR26) (PICKERING et al., 2015). Biagiotti (2016)
encontrou marcadores do tipo SNP significativos que possuem associacdo gendmica
com as caracteristicas de escore da condi¢do corporal no cromossomo 2, presenca de
pelo arrepiado no cromossomo 21, presenca de ovos do gé€nero Strongylus nos
cromossomos 8 e 12, e LogOPG nos cromossomos 2 ¢ 6 em ovinos de corte.

A utilizacao de metodologias como GWAS pode ser aplicada na identificagdo de
marcadores genéticos ou regides gendmicas para a exploragdo eficaz das caracteristicas

de resisténcia a nematoides gastrintestinais com base em informagdes moleculares e
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aumentar as chances de realizar a sele¢@o de animais resistentes de forma mais eficiente.
Uma alternativa para simplificar o GWAS tradicional e aumentar a acuracia sem
aumentar os custos de genotipagem, consiste em integrar todas as informacgdes
disponiveis (pedigree, genétipos e fendtipos) dos animais genotipados e ndo
genotipados em um Unico passo (single-stepGWAS) que permite a utilizacdo de

qualquer modelo (SILVA; REY, 2016; WANG et al., 2012).

2.7. Principais metodologias utilizadas para selecio gendomica

Os métodos tradicionais de sele¢do sdo realizados com base no fenotipo do
individuo e em informacdes de parentesco com base no pedigree para predizer o efeito
do genotipo sobre as caracteristicas de interesse. No entanto, com o uso de marcadores
moleculares do tipo SNP, as metodologias de avaliacdo genética passaram a incluir a
informagdo genética de cada individuo, por meio de informagdes contidas nos
marcadores de DNA. Com isso, ha a necessidade de mudangas nas equagdes de modelos
mistos, que ocorre com a substituicdo da matriz de parentesco dos coeficientes de
Wright (matriz A), por uma matriz de parentesco formada pelos valores genéticos
verdadeiros (matriz H), que gera valores mais seguros sobre as informagdes dos
individuos, além de aumentar a acuricia na predi¢cdo de valores genéticos (LEGARRA
et al., 2014).

A 1identificagdo de todos os QTLs referentes a variacdo de uma determinada
caracteristica ¢ improvavel, porém a matriz de parentesco ¢ utilizada para obtencdo de
valores genéticos por meio do pedigree conhecido, mesmo quando os /loci de
caracteristicas quantitativas ndao sdo conhecidos (WENCESLAU, 2014). Uma
alternativa para obten¢dao de valores genéticos € a selecdo genOmica, que utiliza o
genotipo, com efeito genético pré-estimado em uma amostra da populacao, para inferir
sobre o fenotipo a ser expresso nos candidatos a selecdo (RESENDE, 2008). Essa
estratégia acelera o processo de sele¢do, por diminuir o intervalo de geragao.

A selecdo tem por base a predicao total dos efeitos dos genes que o individuo
carrega, ou seja, seu valor genético. Nesse sentido, as andlises de selecdo gendmica
ampla tém como objetivo identificar individuos superiores com base em seu mérito
genético gendomico predito (GEBV), calcular medidas de acuracia para estes valores e
estimar parametros genéticos de interesse, utilizando os SNPs, geralmente assumidos
como efeitos aleatorios considerados simultaneamente nas analises, demandando o uso

de métodos estatisticos especificos (BIAGIOTTI, 2016).
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Algumas metodologias de predicdo gendmica, sejam elas de carater frequentista
ou bayesiana, surgiram com o proposito de estimar os efeitos dos marcadores e capturar
uma grande propor¢do da variagdo genética aditiva, aumentando a precisdo das
estimativas dos parametros genéticos (BARROS, 2017). Os principais métodos
propostos para predi¢do de valores genéticos com base em dados gendomicos podem ser
divididos em trés classes: regressdo explicita, regressdo implicita e regressdo com
redu¢do dimensional. Na regressdo explicita destaca-se: RR-BLUP, LASSO, Rede
Elastica, BayesA, BayesB, dentre outros; na regressdo implicita, citam-se os métodos
Regressao Kernel, RKHS e Redes neurais; e regressio com reducdo dimensional
destacam-se os quadrados minimos parciais € componentes principais (RESENDE et
al., 2011). As principais diferencgas entre esses modelos consistem nas pressuposi¢oes
em relacdo a distribuicao dos marcadores genéticos (LEGARRA et al., 2014).

Uma forma para utilizar a metodologia tradicional de modelos mistos de
Henderson e aproveitar todos os dados de fenotipo, gendtipo e pedigree ao mesmo
tempo consiste na modificacao da matriz A, tal que a matriz modificada inclua também
informagdes de marcadores moleculares (LEGARRA; AGUILAR; MISZTAL, 2009;
WENCESLAU, 2014). Para solucionar essa limitagdo Legarra, Aguilar e Misztal
(2009), Misztal, Legarra e Aguilar (2009), Aguilar et al. (2010) e Christensen e Lund
(2010) propuseram a metodologia single-step genomic BLUP (ssGBLUP — BLUP
genoOmico em passo Unico), que resulta da combinacao de valores genéticos de animais
genotipados e nao genotipados, que integra informacdes de gendtipo, fenotipo e
pedigree, de modo que a matriz de pedigree (A) e a matriz genémica (G) sdo
combinadas para formar a matriz H (pedigree-gendmica). Nesta abordagem sdo
utilizadas todas as informagdes disponiveis, de modo que podem ser gerados ganhos em
acuracia, uma vez que uma amostra mais representativa da populacao estd sendo
analisada (AGUILAR et al., 2010).

O primeiro passo para o processo de sele¢do € 0 acesso ao grupo de animais que
apresentem fenotipos precisos para a caracteristica de interesse, os quais devem ser
genotipados, e os dados resultantes servirdo como referéncia para desenvolver um
modelo estimando o efeito de cada SNP, esse resultado ¢ uma equagdo de predi¢do para
calcular valores genéticos genomicos preditos (GEBV). Apds uma etapa de validacdo, o
valor gendmico de novos animais podem ser calculados com uso da equagdao de
predicao, com base nos genotipos da matriz de SNPs e na auséncia de fenotipos precisos

para estes animais (EGGEN, 2014). Os GEBVs ou previsdes do mérito genético de um
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individuo com base em seu genoma sdo derivados de candidatos com informagdo do
genotipo e informacao fenotipica, essa informacao ¢ utilizada para a selecao de animais
superiores.

Para verificar a acuracia da selecdo gendmica, geralmente, ¢ empregada uma
abordagem de validacdo cruzada por meio de uma populagdo com informacao
fenotipica e genotipica (OLIVEIRA, 2016). Biagiotti (2016) utilizou a validacao
cruzada para comparar métodos bayesianos de selegdo gendmica com método
tradicional, por meio de correlagdo entre valores fenotipicos e gendmicos preditos como
indicadores de acurécia de predicdo de modelos ao estudar caracteristicas associadas a
resisténcia a endoparasitas em ovinos da raga Santa Inés. Com a utilizagdo de dados
reais, a predi¢ao de acuracia de GEBV também tem sido calculada de forma tedrica,
assumindo que a predi¢do € baseada em uma populacdo de referéncia para os mesmos
marcadores de DNA, que estejam ligados a QTLs (VAN DER WERF et al., 2014).

Apesar do sucesso dos programas de melhoramento para melhoria de diferentes
caracteristicas em ovinos de corte, sdo evidentes as limitagdes da selecao tradicional em
relagdo a resisténcia a nematoides gastrintestinais, de modo que tém surgido maiores
esfor¢os na busca de programas mais eficientes para a selegdo de animais geneticamente
superiores. Uma boa alternativa ¢ o uso da selecdo genomica, pela possibilidade de
selecionar animais em estdgio inicial, visando aumentar o progresso genético e reduzir
custos, além de fornecer melhor precisdao de selecao e reduzir o intervalo de geragao,

aumentando a intensidade de selecao (IBTISHAM et al., 2017).
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Genetic evaluation of sheep for resistance to gastrointestinal nematodes and body size
including genomic information
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RESUMO - Objetivou-se realizar a avaliacdo genética de ovinos Santa Inés para
resisténcia a infeccdo por nematoides gastrintestinais e tamanho corporal, com uso de
diferentes matrizes de parentesco, para avaliar a eficiéncia da utiliza¢do de informacao
genOmica nas analises. Foram utilizadas 1.637 informacoes de pedigree ¢ 500, 980 e
980 observagdes de resisténcia a nematoides gastrintestinais (RV), profundidade
toracica (PT) e altura da garupa (AG), respectivamente. Os dados genOmicos
consistiram em 42.748 SNPs e 388 amostras genotipadas com o OvineSNP50 BeadChip
(Ilumina Inc.). Os componentes de (co)varidncia foram estimados com uso de modelo
animal, via inferéncia Bayesiana, em analises uni e multicaracteristicas com a matriz de
numeradores de parentesco (A) e a matriz hibrida H, que une a matriz A com a matriz
de parentesco genomico (G). Para comparagdo da eficiéncia da inclusdo de informagao
genOmica nas analises foram utilizadas a acuracia tedrica dos valores genéticos,

correlagdo de Pearson entre valores genéticos preditos e correlagdo de rank de
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Spearman. As estimativas de herdabilidade obtidas com uso das matrizes A e H,
respectivamente, variaram de 0,11 £ 0,07 a 0,38 £ 0,08. As correlagdes genéticas
variaram de -0,65 + 0,31 a 0,59 £ 0,19, com uso da matriz A, € de -0,42 = 0,30 a 0,57 +
0,16 com uso da matriz H. Os ganhos em acurdcia de predicdo de valor genético
variaram de 2,17 a 42,86% com inclusdo de informacdo gendmica nas andlises. A
selecdo para as caracteristicas em estudo com inclusdo de informacdo genomica sera
favoravel, principalmente para RV e PT. Mais informagdes sdo necessarias para o
melhor entendimento da relacdo genética entre resisténcia a verminose e tamanho
corporal em ovinos Santa Inés. A avaliagdo genética para as caracteristicas em estudo
foi mais eficiente com uso de informacgao genomica.

Palavras-chave: Acuridcia. Altura da garupa. Parametros genéticos. ssGBLUP.
Verminose.

ABSTRACT - The objective of this study was to perform the genetic evaluation of
Santa Inés sheep for resistance to gastrointestinal nematode infection and body size
using different relationship matrices to assess the efficiency of using genomic
information in the analyses. There were 1,637 animals in the pedigree file and 500, 980,
and 980 records of resistance to gastrointestinal nematode infection (RGNI), thoracic
depth (TD), and rump height (RH), respectively. The genomic data consisted of 42,748
SNPs and 388 samples genotyped with the OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.). The
(co)variance components were estimated using an animal model via Bayesian inference,
in single- and multi-trait analyses with both the numerator relationship matrix (A) and
the hybrid matrix H, which blends the A matrix with the genomic relationship matrix
(G). The theoretical accuracies of estimated breeding values, Pearson correlation
between breeding values estimated including or not genomic information, and

Spearman rank correlation were used to compare the feasibility of incorporating
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genomic information in the analyses. The heritability estimates obtained using the A
and H matrices, respectively, ranged from 0.11 = 0.07 to 0.38 + 0.08. The estimates of
genetic correlation ranged from -0.65 = 0.31 to 0.59 + 0.19, using A, and from -0.42 +
0.30 to 0.57 £ 0.16 using H. The gains in accuracy of estimated breeding values ranged
from 2.17 to 42.86% with the inclusion of genomic information in the analyses. The
inclusion of genomic information will benefit the selection for the traits in study,
especially RGNI and TD. More information is necessary to improve the understanding
on the genetic relationship between resistance to nematode infection and body size in
Santa Inés sheep. The genetic evaluation for the evaluated traits was more efficient
when genomic information was included in the analyses.

Key words: Accuracy. Rump height. Genetic parameters. ssGBLUP. Worm infection.

INTRODUCAO

Os endoparasitas gastrintestinais constituem um dos principais entraves para o
pleno sucesso da ovinocaprinocultura, pois causam perdas econdmicas substanciais em
nivel de produgdo, devido aos altos custos com tratamentos anti-helminticos, além do
atraso no desenvolvimento corporal e mortalidade de animais severamente afetados
(YOSHIHARA; MINHO; YAMAMURA, 2013).

As estratégias de controle de nematoides gastrintestinais dependem
principalmente dos tratamentos com anti-helminticos, os quais geram despesas com
aquisicdo dos medicamentos e aumento de mao-de-obra. Além disso, esses
medicamentos podem deixar residuos na carne e leite, e estdo sujeitos a aquisi¢ao de
resisténcia por parte dos vermes aos principios ativos (ZVINOROVA et al., 2016). Em
virtude da disseminagdo de endoparasitas resistentes aos farmacos, pesquisadores e
produtores tém buscado alternativas para minimizar o efeito dos nematoides

gastrintestinais nos sistemas de producio (AMARANTE; SALES, 2007). Neste
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contexto, a sele¢do de animais resistentes surge como uma das principais alternativas
(MILLER; HOROHOV, 2006).

A resisténcia a nematoides gastrintestinais ¢ de dificil mensuracdo, assim, seu
estudo ¢ realizado por meio de caracteristicas que indicam infecgdo por vermes, por
exemplo, a coloragdo da mucosa conjuntiva, numero de ovos por grama de fezes
(AMARILHO-SILVEIRA et al., 2015) e escore da condi¢do corporal (CORNELIUS;
JACOBSON; BESIER, 2014). Uma alternativa para quantificar o efeito dessas trés
caracteristicas conjuntamente consiste na composi¢do da caracteristica resisténcia a
nematoides gastrintestinais (verminose), por meio da légica Fuzzy, com utilizacdo de
inteligéncia computacional (CASTRO et al., 2018).

Além da identificagdo de individuos resistentes a parasitas, outro aspecto
importante ¢ a avaliacdo da relacdo entre resisténcia parasitdria e caracteristicas
produtivas. Para avaliar o impacto de infecgdes parasitarias, por exemplo, sobre
desenvolvimento corporal de animais de producdo em condigdes naturais de criagao,
uma op¢ao ¢ a estimacao de componentes de (co)variancia e correlagdes genéticas entre
caracteristicas que indicam desenvolvimento corporal e caracteristicas que indicam
nivel de infecgdo parasitaria (STEAR et al., 2003). Assim, a investigacdo da relagao
entre caracteristicas como profundidade toracica e altura da garupa, e resisténcia a
nematoides gastrintestinais, em ovinos, pode auxiliar na sele¢do para resisténcia a
infecgdes com base no tamanho corporal, que apresenta mais facil mensuragao.

Para realizar a selecdo de animais geneticamente superiores ¢ imprescindivel a
obtengdo de estimativas acuradas de parametros genéticos para as caracteristicas de
interesse (AGUIRRE et al., 2016). Logo, para obtengdo de estimativas de parametros
genéticos mais confiaveis, podem ser utilizados os modelos multicaracteristicos que

adicionam caracteristicas correlacionadas (GUO et al., 2014). Além disso, a inclusdo de
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informagdo gendmica nas analises contribuird para melhor estima¢do de componentes
de variancia, parametros genéticos e valores genéticos e, assim, favorecera a selecio de
animais superiores com base em informagdes mais acuradas (PERTILE et al., 2016).

Ainda s3o escassos os estudos sobre a relacdo genética entre resisténcia a
nematoides gastrintestinais e tamanho corporal em ovinos, principalmente com uso de
informagdo gendmica. Em ovinos Santa Inés ainda ndo hé estudos deste tipo. Dessa
forma, objetivou-se realizar a estimacdo de componentes de (co)variancia e parametros
genéticos, assim como a predi¢do de valores genéticos para resisténcia a nematoides
gastrintestinais e tamanho corporal, em ovinos da raga Santa Inés, com uso das matrizes
de parentesco tradicional (A) e da matriz H, que combina a matriz A com a matriz de
parentesco gendomico (G), para avaliar a eficiéncia da inclusdo da informacao gendmica
na avaliacdo genética para as caracteristicas em estudo.

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados no estudo pertencem ao projeto Métodos tradicionais e
gendmicos aplicados ao melhoramento genético de ovinos para resisténcia a verminose,
cadastrado no CNPq: 303996/2016-1 e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPI) n°® 414/17, da Universidade Federal do Piaui, que integra o
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal (INCT-CA) do CNPq,

coordenado pela Universidade Federal de Vigosa.

Populacio amostrada

Foram utilizadas informagdes de 1.637 ovinos da raga Santa Inés incluidos na
matriz de parentesco com base no pedigree. No total, 206 individuos aparecem como
pais e 713 aparecem como maes, em um pedigree com profundidade de oito geragdes.
No pedigree completo, 933 individuos tinham informa¢do de pai e mae, 40 animais

tinham apenas mae conhecida e 664 ndo tinham informacdo de pai ou mae. Os dados
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foram coletados em 18 rebanhos localizados na subregido Meio-Norte do Brasil
(estados do Piaui e Maranhdo), em animais registrados junto a Associa¢do Brasileira de
Criadores de Ovinos (ARCO) ou pertencentes ao nucleo de conservacio de caprinos e
ovinos da Embrapa Meio-Norte (Campo Maior, Piaui), entre os anos 2012 e 2018. Os
animais utilizados no estudo eram criados em sistema semi-intensivo, recebendo
suplementagdo nutricional em época de escassez de pastagem.
Dados fenotipicos

A combinagdo dos valores de grau de coloragdo da mucosa conjuntiva (escore
FAMACHA), escore de condicao corporal (ECC) e contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) foi utilizada para gerar uma nota que varia de 0 a 10 (escala continua), que
representa a resisténcia a infecgdo por nematoides gastrintestinais (verminose),
representada pela sigla RV, para cada animal analisado. Esta nota foi calculada com
auxilio do software CAPRIOVI (https://easii.ufpi.br/capriovi) (SARMENTO et al.,
2017). Os valores de OPG foram utilizados na escala real (ndo transformados) da
contagem de ovos por grama de fezes para o calculo de RV. Apenas animais que
possuiam informagdes para escore FAMACHA, ECC e OPG em uma coleta realizada
na mesma data foram utilizados para gerar os valores de RV. Assumiu-se que quanto
maior a nota de RV, maior a resisténcia do animal a nematoides gastrintestinais.

As amostras de fezes para contagem de OPG foram coletadas diretamente da
ampola retal dos animais, com uso de sacos plésticos nos quais ficavam armazenadas,
ap6s a retirada do ar de dentro da embalagem. Durante a coleta nas fazendas, as
amostras eram acondicionadas em caixas isopor, que continham gelo artificial rigido
reutilizavel, nas quais eram transportadas até o laboratorio para a realizacao da
contagem no mesmo dia da coleta, ou na manha do dia seguinte, no maximo 24 horas

apos a coleta das fezes. As amostras que ficavam para contagem no dia seguinte eram
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acondicionadas em geladeira, em temperatura de 2 a 8°C, para evitar o congelamento
das fezes e larvas, assim como a eclosdo dos ovos para larva. A avaliagdo parasitoldgica
foi realizada com a contagem de OPG adotando-se os procedimentos de acordo com
Ueno e Gongalves (1998).

A mensuragdo da colora¢do da mucosa conjuntiva ocular foi realizada de acordo
com o método FAMACHA®, com atribui¢do de notas de 1 a 5, em que 1 — vermelho
robusto, 2 — vermelho rosado, 3 — rosa, 4 — rosa palido e 5 — branco (VAN WYK;
MALAN; BATH, 1997). O escore da condic¢ao corporal (ECC) foi avaliado atribuindo
valores em uma escala de 1 a 5, de acordo com a metodologia utilizada por McManus et
al. (2010), que consiste na avaliagdo visual e palpagcdo com os dedos na regiao lombar,
localizando as apofises espinhosa e transversal. O processo teve por base a deteccao de
deposicao de gordura e musculo, com o valor 1 correspondendo a animal muito magro e
0 5 a animal com sinais de obesidade.

O tamanho corporal dos animais foi utilizado para verificar sua relagdo com a
resisténcia a nematoides gastrintestinais. As seguintes medidas foram obtidas com uso
de fita métrica graduada em centimetros, enquanto os animais estavam em superficie
plana, parados € em posi¢do adequada: altura da garupa (AG), medida do solo a
tuberosidade sacral do ilio; e profundidade toracica (PT), calculada como a diferenga
entre a altura da cernelha (distancia vertical do ponto mais alto da regido escapular até o
solo) e a altura da pata (distancia da parte ventral do esterno até o solo).

Dados genomicos

Foram coletadas amostras de sangue de todos os individuos, diretamente da veia
jugular, apos a realizagdo da higienizagdo da regiao com alcool iodado, com auxilio de
agulha acoplada em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA. As amostras de

sangue foram utilizadas para realizar a extracdo do DNA.
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A extragdo do DNA foi realizada com o Kit da Qiagen DNeasy Blood & Tissue,
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Apds a extragdo de DNA, foi
verificada a qualidade em gel de agarose a 1%, em tampao SB 1x, por 60 minutos a
60V. Os géis foram posteriormente visualizados e registrados em fotodocumentador L-
PIX (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brazil). A quantificacdo do DNA foi realizada
por meio de Fluoroespectofotometro NanoDrop 3300, com o kit Intercalante
AccueBlue® Broad Range dsDNA (Biotium Inc., Fremont, CA, EUA). O DNA obtido
apos extracdo foi estocado em freezer a -20°C até o envio para genotipagem.

A genotipagem de 389 animais foi realizada com o chip de alta densidade Ovine
SNP50 BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA), que contém 54.241 SNPs
uniformemente espagados nos cromossomos do genoma ovino. Neste estudo, as
coordenadas cromossomicas para cada SNP foram obtidas a partir do assembly do
genoma ovino Oar_v4.0.

Edicao e controle de qualidade dos dados fenotipicos e gendmicos

O procedimento para edigdo e consisténcia dos dados fenotipicos foi realizado
com utilizacdo do software SAS (versao 9.0). Foram mantidos para as analises apenas
animais com informag¢ao de ano de nascimento, fazenda, sexo e idade no dia da coleta,
pertencentes a grupos contemporaneos com no minimo dois animais. Apos a analise de
consisténcia, foram mantidos 500, 980 e 980 individuos com informagdes,
respectivamente, para RV, PT e AG.

Os animais foram designados em grupos de contemporaneos constituidos pelos
efeitos de sexo (1 = macho e 2 = fémea), periodo de coleta (1 = coletas realizadas de
janeiro a maio — estagdo chuvosa; e 2 = coletas realizadas de junho a dezembro —

estacdo seca), ano de coleta (2012, 2013, 2014, 2017 ¢ 2018) e fazenda (1 a 18). A idade
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do animal no momento da coleta foi utilizada como co-variavel (efeito linear). Foram
consideradas informagdes coletadas em animais com no minimo seis meses de idade.

O controle de qualidade dos dados gendmicos foi realizado com uso do software
PREGSF90 (MISZTAL et al., 2018). Foram removidos SNPs localizados em posicdes
gendmicas desconhecidas (n = 682), ou em cromossomos sexuais (n = 1.472) e DNA
mitocondrial (n = 3). Além disso, foram removidos marcadores com Minor Allele
Frequency (MAF) < 0,05 (n = 5.009), Call Rate < 0,95 (n = 4.319) e em desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 10, n = 8). No controle de qualidade para as
amostras, foi eliminada uma amostra com Call Rate < 0,90. Ap6s o controle de
qualidade restaram para as analises 42.748 SNPs e 388 amostras (individuos
genotipados).

Analises estatisticas

Os componentes de (co)variancia e os parametros genéticos, sob modelo animal
tradicional e gendmico, foram estimados em diferentes cendrios, isto €, com uso da
matriz A (sem informagdao gendmica) € com uso da matriz H (com inclusdo de
informagdo gendmica), em andlises unicaracteristicas e multicaracteristicas, por meio de
inferéncia Bayesiana. Foi utilizado o programa GIBBS1F90 (MISZTAL et al., 2018)
para todas as andlises. As analises multicaracteristicas foram realizadas com todas as
caracteristicas simultaneamente, com uso de AG como ancora. Para as estimativas da
distribuicao a posteriori dos componentes de (co)varidncia e parametros genéticos nos
diferentes cendrios descritos anteriormente foi utilizada uma cadeia de 1.000.000 de
ciclos, com descarte inicial de 200.000 (burn-in) e intervalo de amostragem a cada 100
ciclos, totalizando 8.000 amostras para cada analise, a partir das quais as inferéncias
foram realizadas. As analises das distribui¢cdes a posteriori foram realizadas com uso do

software POSTGIBBSF90 (MISZTAL et al., 2018), que permite andlises graficas para



220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

51

inspe¢do visual da convergéncia, teste diagnostico de Geweke (GEWEKE, 1992) e o
erro de Monte Carlo. Em seguida, os desvios-padrao a posteriori foram calculados para
cada estimativa.

As abordagens utilizadas para as estimativas de componentes de (co)variancia,
parametros genéticos e valores genéticos ((G)EBVs) basearam-se na utilizagdo da
matriz de parentesco com informagdo de pedigree (matriz A), no modelo animal
tradicional, e na matriz H, que associa as informacgdes de pedigree (matriz A) e de
parentesco gendmico (matriz G), com uso de um modelo animal gendmico em passo
unico (Single-step GBLUP) proposto por Aguilar et al. (2010), Legarra, Aguilar e
Misztal (2009) e Misztal, Legarra e Aguilar (2009).

Os componentes de (co)variancia estimados em andlises unicaracteristicas
anteriormente foram utilizados como valores iniciais na predi¢do dos valores genéticos,
com uso do software BLUPF90 (MISZTAL et al., 2018).

Para as estimativas de componentes de (co)varidncia e valores genéticos foi
utilizado o modelo:

y=XB+Za+e

em que: y € o vetor das observagdes para cada caracteristica (RV, PT e AG); X ¢ a
matriz de incidéncia dos efeitos fixos; € o vetor de efeitos fixos (grupo contemporaneo
e idade como co-variavel); Z ¢ a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos
diretos; a é o vetor de efeitos genéticos aditivos, com a ~N (0,Ac?), na abordagem
baseada no pedigree, ¢ a ~N (0,Ho?), na abordagem gendmica, em que o2 é a
variancia genética aditiva, H ¢ a matriz de parentesco que combina a informagdes de
pedigree e gendmicas; e e ¢é o vetor de efeitos residuais, com e ~N (0, Ic2).

Para as analises multicaracteristicas, a estrutura de (co)varidncia entre as

caracteristicas foi modelada como:
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val] - [A 8GO

I® R,
onde:
[ %1 Oataz Oala3|
GO — I 0-(212 0_oc20£3|
|lsimétrico 023 J

¢ a matriz de (co)variancia entre as caracteristicas devido aos efeitos genéticos aditivos

de animal; A ¢ a matriz de relacionamento genético aditivo; e

2

[ Oe1 Oete2 0e1e3]
2
R, = | Og2  Oe2e3 |
simétrico 023

¢ a matriz de (co)variancia entre as caracteristicas devido aos efeitos residuais.

Com uso dos modelos descritos acima, a informacdo gendmica foi incorporada
utilizando o método ssGBLUP, que substitui a inversa da matriz tradicional (A) pela
inversa da matriz H.

A inversa da matriz H foi calculada de acordo com Aguilar et al. (2010), como:

0
— A3

H1= A1+ [8 G-1
em que: A é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacio de pedigree, G
¢ a inversa da matriz de parentesco gendmico e A2 é a inversa da matriz de parentesco
baseada no pedigree para animais genotipados.

Para o calculo da matriz G foram utilizados a (0,95) e B (0,05), que sdo as escalas
usadas como padrao do programa PREGSF90 (MISZTAL et al., 2018) para criar uma
matriz G ponderada como 0,95Go + 0,05A2, que serve para evitar problemas de
singularidade. As frequéncias alélicas calculadas a partir dos gen6tipos foram utilizadas

para a constru¢dao da matriz G. As médias dos elementos da diagonal (1,002) e fora da

diagonal de G (0,017) foram idénticas aquelas da matriz Az, como exigido para evitar
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viés nas estimativas de (co)varidncia e valores genéticos (CHEN et al., 2011;
MISZTAL et al., 2018). A matriz Go pode ser descrita como mostrado por VanRaden
(2008), da seguinte forma:

_(M-P)M—P)

Gn =
0 2352, pi(1 —py)

onde: M ¢ uma matriz com m colunas (m = total de marcadores) e n linhas (n = total de
animais genotipados), que especifica quais alelos do marcador cada individuo herdou; e
P ¢ uma matriz que contém a frequéncia do segundo alelo (p;), expressa como 2p;. Mj; €
assumido como 0 se o genotipo do individuo i para o SNP ;j for homozigoto para o
primeiro alelo, 1 se o gendtipo ¢ heterozigoto, e 2 se o gendtipo ¢ homozigoto para o
segundo alelo.

As acurécias dos valores genéticos para analises uni e multicaracteristicas, com
uso das matrizes de parentesco A e H, foram calculadas de forma teorica. O célculo foi
realizado com base nos erros padrao da predi¢do (Standard Error of Prediction — SEP)
estimados a partir da inversa das equagdes de modelos mistos, de acordo com a equacao

proposta pela Beef Improvement Federation (BIF, 2018), como segue:

em que: PEV;; = SEP3,

de modo que SEP ¢ o erro padrao de predi¢ao liberado na saida
do programa BLUPF90 para o valor genético (genomico) estimado ((G)EBV) do animal

i para a caracteristica j e 0'%1]. ¢ a variancia genética aditiva da caracteristica j.

As correlagdes de Pearson entre os (G)EBVs obtidos com uso dos diferentes
métodos em estudo foram calculadas. As alteracdes nas classificagdes dos animais com
base nos valores genéticos preditos por meio dos dois métodos foram avaliadas com

base na correlagdo de Spearman entre os valores genéticos (EBV) e os valores
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gendmicos (GEBVs) obtidos em andlises unicaracteristicas. A correlacdo de Spearman ¢

dada como:

_ _6Zin=1d12
P T M- 1)

em que: pé o Coeficiente de Correlagdo de Spearman; d? é o quadrado da diferenca
entre as ordenagdes; € n ¢ o numero de pares de ordenagdes.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A estatistica descritiva para as caracteristicas em estudo ¢ apresentada na Tabela
1. Os valores para AG e PT sao condizentes com aqueles reportados na literatura para
ovinos adultos da raca Santa Inés. Para AG, Costa Junior et al. (2006) relataram média
de 72,8 + 7,0 cm, Biagiotti et al. (2013) encontraram média de 71,37 = 4,91 cm e Sena
et al. (2016) obtiveram valor médio de 75,89 £ 3,69 cm. Para PT, Sena et al. (2016)
encontraram valor médio de 34,66 £ 4,91 cm. O maior coeficiente de variagao foi
observado para RV, pois esta caracteristica esta mais sujeita as variagdes ambientais em
relagdo as caracteristicas de tamanho corporal.

Tabela 1 - Estatistica descritiva para dados de resisténcia a nematoides gastrintestinais
(RV), Profundidade Toracica (PT) e Altura da Garupa (AG) em ovinos Santa Inés

Caracteristica

(unidade de medida) N Média DP CV Minimo Maximo
RV (nota) 500 5,65 2,15 37,98 1,94 8,05
PT (cm) 980 34,67 3,19 9,19 24,00 48,50
AG (cm) 980 75,56 3,79 5,01 61,00 92,00

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variacao.

As estimativas dos componentes de varidncia diferiram quanto ao modelo
utilizado, em ambos os cenarios (com e sem inclusdo de informagdo gendmica). Apenas
para RV houve diminui¢do nas estimativas de varidncia genética aditiva em modelos

multicaracteristicas nos dois cendrios (Tabela 2). Esta diminui¢cdo nas estimativas para
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RV provavelmente se deve a menor quantidade de dados para esta caracteristica em
relacdo as demais caracteristicas avaliadas.
Tabela 2 - Estimativas de componentes de variancia e herdabilidade para resisténcia a

nematoides gastrintestinais ¢ tamanho corporal em ovinos da raga Santa Inés com uso
de diferentes matrizes de parentesco

Caractoristi UNI MULTI
aracteristica ;2 o2 h? + DPP o2 o2 h? + DPP

A

RV 0,52 274  016+0,08 038 289  0,12+0,07

PT (cm) 0,84 685  011+0,07 114 666  0,15%0,06

AG (cm) 291 727 028+0,08 326 712 0314008
H

RV 0,88 243  026+0,09 0,70 2,63  0,21+0,08

PT (cm) 1,59 620  020+£0,08 173 617  0,22+0,08

AG (cm) 385 649  037+008 405 647  0,38+0,08

RV: resisténcia a nematoides gastrintestinais; PT: profundidade toracica; AG: altura da
garupa; UNI: andlise unicaracteristica; MULTI: analise multicaracteristica;o2: variancia
genética aditiva; ¢2: varidncia residual; h%: herdabilidade; DPP: desvio padrio a
posteriori; A: matriz de parentesco tradicional; H: matriz gendmica combinada com a
matriz de parentesco tradicional.

As varidncias genéticas aditivas foram superiores ao incluir informacdes
gendmicas nas andlises uni e multicaracteristicas para todas as caracteristicas. Foi
observada diminui¢do nas estimativas de variancia ambiental em todos os cenarios com
inclusdo de informagdo gendmica, para todas as caracteristicas.

Comparada com a matriz de parentesco tradicional (A), a matriz gendmica
descreve o parentesco entre os individuos de maneira mais precisa, o que resulta na
estimagao mais acurada de componentes de variancia (VEERKAMP et al., 2011). Com
a utilizacdo de informagdo genOmica na avaliagdo genética de caracteristicas que
dispoem de poucas observagdes, ¢ esperado que seja detectada maior propor¢ao de
variancia genética aditiva devido a correcdo da matriz A (KLUSKA et al., 2018).

Assim, € esperado que haja reducao das estimativas de variancia ambiental para todas as

caracteristicas ao incluir informagdo gendmica nos modelos uni e multicaracteristicas,
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indicando melhor ajuste do modelo e habilidade em diferenciar geneticamente os
melhores animais, além de melhor estimagdo de pardmetros genéticos.

As estimativas de herdabilidade (h?) neste estudo foram classificadas como baixa
(<0,20), moderada (0,20 a 0,40) e alta (>0,40). Para a caracteristica RV, as estimativas
de herdabilidade foram baixas ao utilizar a matriz A, com valores de 0,16 + 0,08, para o
modelo unicaracteristico, e de 0,12 + 0,07, para o modelo multicaracteristico. A menor
estimativa obtida na analise multicaracteristica em relagdo a unicaracteristica
provavelmente é explicada pela menor quantidade de informagao para RV em relagdo as
demais caracteristicas. Esses valores sugerem que a sele¢do direta para a caracteristica
resisténcia a nematoides gastrintestinais como formulada neste estudo seria pouco
vantajosa se a estimac¢ao dos componentes de variancia for realizada apenas com base
no fenotipo e pedigree. Por outro lado, as estimativas de moderada magnitude obtidas
nas analises com inclusdo de informagdo gendmica mostram que a selegdo para RV ¢
viavel. Assim, ¢ recomendado o uso de informacdes genOmicas, se possivel, para
melhor estimagdo de componentes de variancia para RV. De acordo com Guimaraes et
al. (2009), as caracteristicas com herdabilidades baixas sdo as que mais se beneficiam
com o uso das informagdes de marcadores moleculares. De modo geral, as estimativas
de herdabilidade para caracteristicas que indicam resisténcia a endoparasitas, em ovinos,
apresentam grande amplitude, pois dependem tanto da espécie de nematoides, quanto da
raca em estudo, além de fatores ambientais e metodoldgicos (MCMANUS et al., 2014).

Pollot et al. (2004) relataram estimativas de herdabilidade para contagem de ovos
por gramas de fezes (OPQG), transformada por raiz cubica, entre 0,20 ¢ 0,65, em ovinos
da raca Merino. Em ovinos Santa Inés submetidos a diferentes desafios, Lobo et al.
(2009) observaram h? para OPG ((OPG+1)??) entre 0,01 e 0,52. Em ovinos Santa Inés

naturalmente infectados, Berton et al. (2017) e Oliveira et al. (2018) relataram h* de
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0,11 £ 0,08 e 0,19 £ 0,03, respectivamente, para OPG (em escala logaritimica). Para
OPG sem transformagao, em ovinos Merino, Matebesi-Ranthimo et al. (2014) relataram
estimativa de herdabilidade de 0,10 + 0,02, enquanto Mpetile et al. (2015) obtiveram h?
de 0,06 + 0,03. Para escore FAMACHA, em ovinos da Africa do Sul, Riley e Van Wyk
(2009) relataram herdabilidade entre 0,06 + 0,04 e 0,24 + 0,05 (Merino), enquanto que
Snyman e Fisher (2019) relataram estimativas de 0,29 + 0,05 (Dohne Merino). Em
ovinos da raca Santa Inés, Berton et al. (2017) e Oliveira et al. (2018) relataram h? de
0,35 £ 0,08 ¢ 0,21 + 0,04, respectivamente, para escore FAMACHA. As estimativas de
herdabilidade para escore de condicdo corporal na avaliagdo de resisténcia parasitaria,
em ovinos, variam de 0,17 + 0,05 a 0,33+ 0,08 (RILEY; VAN WYK, 2009), 0,09 + 0,04
a 0,29 + 0,05 (SNYMAN; FISHER, 2019) e 0,31 + 0,07 (OLIVEIRA et al., 2018).

Para profundidade tordcica (PT), as estimativas de herdabilidade obtidas no
presente estudo foram baixas ao utilizar a matriz de parentesco tradicional, nos dois
cenarios. Por outro lado, com uso de informagdes gendmicas, as estimativas de
herdabilidade para PT apresentaram magnitude moderada, em ambos os cendrios
(Tabela 2). A sele¢do para PT também sera favorecida com a inclusdo de informacao
genomica. Sena et al. (2016) relataram estimativas de herdabilidade de 0,20 e 0,21 para
profundidade toracica em ovinos da raga Santa Inés (n = 703), com uso de modelos uni
e bi-caracteristicas, respectivamente. Janssens ¢ Vandepitte (2004) relataram estimativas
de herdabilidade para profundidade corporal de 0,26, 0,44 ¢ 0,34, em ovinos das ragas
Bleu du Maine (n = 756), Suffolk (n = 1.153) e Texel (n = 5.232), respectivamente.

Em relacdo a caracteristica AG, as estimativas de herdabilidade no presente
estudo foram moderadas, variando de 0,28 + 0,08, na analise unicaracteristica com uso
da matriz A, a 0,38 + 0,08, em analise multicaracteristica com uso da matriz H. Esses

resultados sugerem que a resposta a selecdo direta para AG promovera ganhos
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satisfatorios independente da inclusdo de informagdo gendmica. Caracteristicas de
conformacdo corporal, como altura, em ovinos de corte, normalmente apresentam
estimativas de herdabilidade direta que variam de moderada a alta (JANSSENS;
VANDEPITTE, 2004; GUTIERREZ-GIL et al, 2011). Por conta disso, o
melhoramento genético dessas caracteristicas pode ser realizado de forma eficiente por
meio dos métodos classicos de melhoramento genético. Contudo, estudos que utilizam
informagdo oriunda de marcadores moleculares podem gerar informagdes que, no
futuro, podem ser incorporadas em avaliacdes genéticas e indices de selecdo
(GUTIERREZ-GIL et al., 2011). Além disso, a inclusdo de informagdo gendmica
permite a detec¢do de maior proporcao de variancia genética aditiva, como mencionado
anteriormente e, consequentemente, proporciona estimativas mais acuradas de valor
genético, inclusive para caracteristicas com herdabilidade moderada ou alta.

Com o aumento observado nas estimativas de herdabilidade nos cenarios em que
houve inclusdo de informacdo gendmica, fica evidente a vantagem da utilizagdo de
dados gendmicos na avaliacao das caracteristicas em estudo, principalmente aquelas que
apresentaram baixa herdabilidade. A eficiéncia de métodos tradicionais de selecdo
diminui em caracteristicas de baixa herdabilidade, ou que apresentam dificil
mensuracdo de forma acurada e répida em grande niimero de animais, como por
exemplo, a resisténcia a doencas (CALUS et al., 2008; EGGEN, 2014). Deste modo, a
selecdao direta para aumento da resisténcia a nematoides gastrintestinais, com base na
caracteristica RV proposta neste estudo, sera mais eficiente quando realizada com a
inclusdo de dados gendmicos, por possibilitar estimagdo de maior variabilidade
genética, o que também ¢ importante para investigar os genes que afetam as

caracteristicas ligadas a resisténcia a nematoides gastrintestinais.
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As estimativas de correlagdo genética entre as caracteristicas em estudo variaram
de baixa a moderada magnitude (Tabela 3). Para interpretagdo dos resultados, as
correlacdes genéticas foram consideradas como baixa (<0,60), moderada (0,60 a 0,80) e
alta (>0,80). As estimativas de correlagdo genética entre RV e as caracteristicas
indicadoras de tamanho corporal foram antagonicas e moderadas, quando foi utilizada a
matriz A. Com a utilizagdo da matriz H, a correlagdo genética entre RV e AG também
apresentou antagonismo, no entanto com magnitude baixa. A correlagdo genética entre
RV e PT obtida com uso de informagao gendmica apresentou alteracdo na magnitude e
direcdo. Provavelmente, a correcdo no parentesco que ¢ proporcionada pelo uso de
informagao gendmica foi responsavel por essa alteracdo nas estimativas de correlagdo
genética entre RV e PT. No entanto, com base no desvio padrdo da correlagdo entre RV
e PT, pode ser observado que estas caracteristicas podem apresentar antagonismo
inclusive com a inclusdo de informagao gendmica nas analises para o rebanho avaliado
neste estudo.

Tabela 3 - Correlagdes genéticas entre resisténcia a nematoides gastrintestinais e

caracteristicas de tamanho corporal em ovinos da raca Santa Inés com uso de diferentes
matrizes de parentesco

Caracteristica PT (cm) + DPP AG (cm) = DPP
A

RV -0,65 +£0,31 -0,64 + 0,22
PT (cm) 0,59 +0,19
H

RV 0,04 +£0,35 -0,42 + 0,30
PT (cm) 0,57 +£0,16

RV: resisténcia a nematoides gastrintestinais; PT: profundidade toracica; AG: altura da
garupa; DPP: desvio padrdo a posteriori; A: matriz de numeradores do coeficiente de
parentesco; H: matriz gendmica combinada com a matriz de parentesco tradicional.

Os valores antagdnicos das estimativas de correlagdo genética entre RV e AG, na
populacdo em estudo, obtidos nos dois cendrios sugerem que ovinos da raga Santa Inés

mais altos tendem a apresentar reducdo na resisténcia a infec¢do por nematoides. Aliado

a isso, a correlacdo entre RV e PT com uso da matriz H (0,04 + 0,35) sugere que ¢
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quase neutro o efeito dos genes envolvidos no desenvolvimento toracico e sobre a
resisténcia as infec¢des gastrintestinais. Este resultado serve para ressaltar a importancia
da utilizagdo de informagdo gendmica para a estimagdo de pardmetros genéticos.
Contudo, a quantidade de informagdes da caracteristica RV utilizada no presente estudo
foi pequena, inclusive em relacdo as demais caracteristicas. Assim, estudos com
utilizagdo de mais informacdes do fenotipo RV sdo necessarios para confirmar a relagao
genética entre resisténcia a nematoides gastrintestinais e as caracteristicas de tamanho
corporal avaliadas neste estudo em ovinos Santa Inés.

Estimativas de correlagdo genética entre caracteristicas indicadoras de resisténcia
parasitaria, como contagem de OPG ou escore FAMACHA, e -caracteristicas
indicadoras de produgdo sao favoraveis quando negativas (STEAR et al., 2003). Como
no presente estudo foi convencionado que maiores valores da caracteristica RV
indicariam maior resisténcia a verminose, apenas a correlagdo genética entre RV e PT
com uso de informagdo gendmica se apresentou favoravel, embora proxima a zero.

Em um rebanho experimental de ovinos da raca Santa Iné€s (n = 119) submetido a
dois desafios naturais, Lobo ef al. (2009) observaram correlagdes genéticas proximas a
zero entre contagem de ovos de Haemonchus contortus por gramas de fezes e peso
corporal, da desmama aos 550 dias de idade. Estes autores sugeriram que a sele¢do para
aumento da resisténcia a verminose pode nao ter efeito desfavoravel no potencial de
crescimento de ovinos. Em estudo com ovinos Santa Inés de diferentes rebanhos,
Oliveira et al. (2018) obtiveram estimativas de correlacdo genética favoraveis entre peso
corporal (n = 2.487) e escore FAMACHA (-0,40 = 0,17, n = 2.489), contagem de ovos
(logOPG+1) de H. contortus (-0,27 £ 0,17, n = 1.569) e escore corporal (0,84 + 0,08, n

= 2.516). Em outro estudo para avaliar a resisténcia de ovinos Santa Inés a verminoses,



457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

61

Berton et al. (2019) obtiveram correlagdes genéticas favoraveis entre peso adulto (n =
1.333), logioOPG+1 (-0,06, n =517) e FAMACHA (-0,31, n = 518).

No presente estudo, as estimativas de correlagdo desfavoraveis entre RV e as
caracteristicas de tamanho corporal avaliadas indicam que pode haver influéncia
negativa da selecdo para resisténcia a nematoides gastrintestinais sobre o tamanho
corporal de ovinos Santa Inés, ou diminui¢ao na resisténcia parasitaria devido a selecao
de animais maiores. Isto ¢ evidenciado pelas estimativas de correlagdo genética entre
RV e AG, em ambos os cenarios. Contudo, para melhor entendimento da relagdo
genética entre desenvolvimento com base no tamanho corporal e a caracteristica RV
nesta raca, sdo necessarias mais informagoes destes fendtipos para mais avaliagdes. De
modo geral, ainda ha divergéncias entre diferentes estudos sobre a relagdo de resisténcia
parasitaria e caracteristicas indicadoras de desenvolvimento corporal em ovinos.

Em estudos com ovinos realizados na Australia, Nova Zelandia e Estados Unidos
da América, alguns autores também observaram correlacdes genéticas neutras ou
desfavoraveis entre resisténcia a parasitas gastrintestinais e caracteristicas de
desenvolvimento corporal (BISSET ef al., 1992; DOUCH et al., 1995; MORRIS et al.,
2005; NGERE et al., 2018). Nesses estudos, o desenvolvimento corporal foi avaliado
com base no peso corporal em diferentes idades. De acordo com Stear et al. (2003), uma
provavel explicagdo para correlagdes genéticas desfavoraveis entre caracteristicas que
indicam resisténcia a verminoses e caracteristicas de producao ¢ que, sob determinadas
circunstancias, a resposta imune a nematoides gastrintestinais pode ter efeitos deletérios
sobre o crescimento corporal de ovinos. Coltman et al. (2001) afirmaram que o sinal da
correlagdo genética também pode depender de condi¢des ambientais, de modo que, a

abundancia de recursos favoraveis a nutricdo dos animais e controle sanitario dos
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rebanhos diminui a incidéncia de infecgdes, o que dificulta a generalizacdo e
extrapolacdo de resultados entre diferentes estudos.

A maioria dos estudos com ovinos tem mostrado estimativas de correlagao
genética favoravel entre resisténcia a parasitas gastrintestinais e caracteristicas de
produgdo (WILLIAMS, 2011; SNYMAN; FISHER, 2019). No entanto, sdo escassos
resultados sobre a relagdo entre tamanho corporal e resisténcia parasitaria (BERENOS
et al., 2015). Na literatura consultada, apenas Coltman et al. (2001) reportaram valores
de estimativas de correlacdo genética entre tamanho corporal e resisténcia parasitaria
em pequenos ruminantes. Estes autores obtiveram correlagdes genéticas favoraveis entre
comprimento da perna traseira € OPG (escala logaritmica) que variaram de -0,31 £+ 0,13
a -0,22 + 0,04, em ovinos selvagens da raga Soay infectados por Teladorsagia
circumcincta, na Escocia. De acordo com esses autores, a relagdo genética entre
desenvolvimento corporal e resisténcia parasitaria na raca Soay € natural, pois € uma
raga selvagem. Portanto, os resultados de Coltman et al. (2001) exigem cautela em sua
extrapolagdo para racas domésticas, principalmente aquelas criadas em condigdes de
clima tropical, onde predominam nematoides como H. contortus.

As ragas ovinas domésticas foram submetidas a diferentes processos seletivos ao
longo do tempo. De acordo com Coltman et al. (2001), esses processos resultaram em
fatores que implicaram em inconsisténcias em correlagdes genéticas entre resisténcia
parasitaria e caracteristicas produtivas relatadas em diferentes estudos, com racgas
diferentes ou com uma mesma raga em ambientes diferentes. Greer (2008) afirma que a
inconsisténcia de resultados sobre a relagdo entre resisténcia parasitaria e produtividade
pode ser devida a diferengas nas pressoes de selecao relativas aplicadas a caracteristicas

de produgao, frequéncias alélicas em cada populacao, composi¢ao do desafio parasitario
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ou o ambiente em que as medidas foram coletadas, que podem resultar em variagdes nos
mecanismos de defesa que diferem em seu custo e eficacia no controle de parasitas.

Por outro lado, a relagdo entre caracteristicas de tamanho corporal em ovinos
apresenta consisténcia entre diferentes trabalhos. No presente estudo, as estimativas de
correlagdo genética entre as caracteristicas PT e AG, sem inclusdo de informacao
gendmica (0,59 £+ 0,19) ou incluindo dados gendmicos na analise (0,57 £+ 0,16) foram
favoraveis. Estes valores positivos sugerem que ha genes em comum que atuam na
expressao dessas duas caracteristicas, de modo que a selegdo para uma resultard em
aumento na outra devido ao efeito de pleiotropia. No entanto, a baixa magnitude destas
estimativas sugere que a selecdo para aumento de profundidade toracica com base no
tamanho corporal e vice-versa, na raca Santa Inés, pode ser pouco eficiente.

Em outras ragas ovinas, as estimativas de correlacdo genética entre altura corporal
e dimensdes do torax variaram de baixa a alta magnitude. Janssens e Vandepitte (2004)
relataram estimativas de correlacdo genética entre profundidade corporal e altura da
cernelha de 0,67, 0,59 e 0,53, em ovinos das racas Bleu du Maine, Suffolk ¢ Texel,
respectivamente. Neste mesmo trabalho, os autores verificaram correlagdes genéticas
entre altura corporal e circunferéncia do térax que variaram de 0,39 a 0,68, assim como
estimativas de baixa a moderada magnitude. Estimativas de correlacdo genética entre
altura da garupa e circunferéncia toracica de 0,46 e 0,38 £ 0,22 foram obtidas,
respectivamente, por Jafari e Hashemi (2014), em ovinos da raga Makuie, e por
Hossein-Zadeh e Ghahremani (2018), em ovinos da raga Moghani.

As estimativas de acuracia teorica neste estudo variaram de 0,046, para RV ao
utilizar modelo unicaracteristica com uso do método BLUP, a 0,188 para AG ao utilizar
modelo multicaracteristico com inclusdo de informacdo gendémica (Tabela 4). Foram

observados ganhos em acuracia para todas as caracteristicas com uso dos modelos que
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incluiram informacdo gendmica. Ao avaliarem a acuracia de predi¢do de valor genético
para caracteristicas de carcaca em bovinos, Gordo et al. (2016) e Lee et al. (2017)
também observaram superioridade nas estimativas obtidas com uso do método
ssGBLUP em relagdo ao método BLUP. Esse ganho se deve a correta estimacdo de
parentesco entre 0s animais € ao aumento proporcionado na particdo das varidncias
quando a informag¢@o gendmica ¢ incluida nos modelos (CLARK et al., 2012).

Tabela 4 - Estimativas de acurdcia média para valores genéticos de ovinos Santa Inés

avaliados para resisténcia a nematoides gastrintestinais e tamanho corporal com uso de
diferentes matrizes de parentesco em modelos uni e multicaracteristicas

i A H
Caracteristica UNI MULT UNI MULT GAU(%) GAM(%)
RV 0,046 0,090 0,073 0,092 36,99 2,17
PT 0,060 0,098 0,105 0,115 42,86 14,78
AG 0,138 0,161 0,174 0,188 20,69 14,36

RV: resisténcia a nematoides gastrintestinais; PT: profundidade toracica; AG: altura da
garupa; UNI: anélise unicaracteristica; MULTTI: andlise multicaracteristica; A: matriz de
parentesco tradicional, H: matriz genomica combinada com a matriz de parentesco
tradicional; GAU: ganho em acurdcia em andlises unicaracteristica com inclusao de
informagao genomica; GAM: ganho em acuracia em andlises multicaracteristicas com
inclusdo de informagdo gendmica.

Jia e Jannink (2012) observaram que a selecdo gendmica multicaracteristica tem
maior acuricia de predicdo do que a selecdo gendmica com base em apenas uma
caracteristica quando os fendtipos ndo estdo disponiveis em todos os animais. Com a
utilizagdo de modelos multicaracteristicas ¢ esperado que ocorra aumento na acuracia
dos GEBVs, devido ao uso de informagdes de caracteristicas geneticamente
relacionadas (GUO et al., 2014). Isto proporciona a utilizagdo de maior numero de
informagdes para avaliacdo do potencial genético dos animais e, consequentemente,
resulta em valores genéticos mais acurados para as caracteristicas avaliadas, devido a
reducdo da variancia dos erros de predi¢ao (SCHAEFFER, 1984). De acordo com estes

autores, o modelo multicaracteristica trard maiores beneficios para caracteristicas que

apresentam baixa herdabilidade e pequeno ntimero de observagdes.
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No presente estudo, foram observadas maiores acuracias nos modelos
multicaracteristicas com inclusdo de informacdo gendmica em relacdo aos modelos
gendmicos unicaracteristica. Contudo, os maiores ganhos em acuracia ao comparar os
modelos que incluiram informagdo gendomica foram obtidos com uso de modelos
unicaracteristica. Os menores ganhos em acurdcia com uso de modelo genomico
multicaracteristico foram observados para RV, provavelmente porque esta caracteristica
apresentou correlacdes antagénicas ou bem proximas a zero com as demais
caracteristicas. De acordo com Pszczola et al. (2013), espera-se que o ganho em
acuracia do valor genético para uma caracteristica com poucas observacoes seja maior
quando esta ¢ fortemente correlacionada com a caracteristica preditora. No caso da
populagdo avaliada no presente estudo, seria interessante aumentar a quantidade de
informagdes de RV, assim como o nimero de animais genotipados. Com isto seria
esperado a obtengdo de estimativas de componentes de (co)varidncia genética aditiva
maiores e mais confidveis, além de estimativas mais acuradas de (G)EBVs.

As correlagdes de rank entre as classificagdes dos animais com o uso dos métodos
BLUP e ssGBLUP variaram de baixa a moderada magnitude (Figura 1). Estes
resultados indicam que houve alteracdo na classificacdo dos animais de acordo com os
valores genéticos preditos e, assim, divergiram consideravelmente ao adotar o uso de
informacoes gendmicas.

Figura 1 - Dispersao dos valores genéticos preditos e correlacao de ordem (r) obtidos

pelos métodos BLUP (eixo x) e ssGBLUP (eixo y) para resisténcia a nematoides
gastrintestinais (RV), Profundidade toracica (PT) e Altura da garupa (AG)

v

- r=066
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A maior dispersdo de valores genéticos foi observada para a caracteristica RV,
que apresentou a menor correlagdo de rank (0,43), indicando que houve menor
coincidéncia entre a classificacdo dos animais com base nos valores genéticos (EBVs) e
os valores gendmicos (GEBVs) para esta caracteristica. Entre os animais utilizados para
as analises, seis destes apresentaram informacao de genotipo e ndo tinham fendtipo para
AG e PT, enquanto para RV, um total de 59 animais genotipados ndo tinha informagao
para este fen6tipo. De acordo com Kluska ez al. (2018), em situagdes em que ha animais
genotipados sem informacgao fenotipica e de progénie, o0 método ssGBLUP aumenta a
acuracia das avaliagdes genéticas e hd mudangas nos rankings dos animais em
comparagdo aos resultados com uso do método BLUP. Ainda de acordo com estes
autores, isso ocorre porque o método BLUP se baseia apenas na informagdo de familia
para o calculo de valores genéticos, enquanto que o método ssGBLUP utiliza a
informagao genomica (SNPs) daqueles animais que foram genotipados, mas nao tém
fendtipo.

Os baixos valores de correlagdo entre as classificacdes dos animais de acordo com
os valores genéticos obtidos com uso dos métodos em estudo, assim como a
superioridade das estimativas de acuracia de valor genético observadas com uso do
método ssGBLUP reforcam a ideia de que a inclusdo de informagdo genomica para
avaliacdo genética destas caracteristicas sera favoravel e, portanto, deve ser utilizada,
sempre que possivel, para a obtengdo de resultados mais confiaveis.

Para as caracteristicas PT e AG, ocorreram menores alteracdes no ordenamento
dos animais com base em seus (G)EBVs, apresentando correlagdoes de 0,66 e 0,72,
respectivamente. Assim, observa-se que devido ao fato de que as caracteristicas PT e

AG apresentarem maior numero de informagdes de fenotipo e genotipo que RV, a
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mudanga na classificagdo com base nas duas predi¢cdes com os métodos avaliados foi
menor, quando comparado ao observado com a caracteristica RV.
CONCLUSOES
1. As estimativas de componentes de variancia para as caraceristicas em estudo foram
favorecidas com a inclusdo de informacdo gendmica;
2. Os valores de herdabilidade mostraram que a selegdo gendmica para as caracteristicas
em estudo ¢ mais vantajosa em relag@o a selecao fenotipica direta, principalmente para
resisténcia a nematoides gastrintestinais e profundidade tordcica. As estimativas para
altura da garupa mostraram qua a selecdo direta ¢ viavel independente da inclusdo de
informagao gendmica;
3. As correlagdes genéticas entre as caracteristicas em estudo sugerem que a selecao
indireta para aumento da resisténcia com base nas caracteristicas de tamanho corporal
avaliadas nao sera efetiva. Do mesmo modo, a selegdo para aumento de tamanho
corporal tera pouca influéncia ou afetara negativamente a resisténcia dos animais a
infeccao por nematoides gastrintestinais;
4. A utilizacdo de mais informagdes fenotipicas e de gendtipo ¢ recomendada para o
melhor entendimento da relagdo genética entre a resisténcia a verminose € tamanho
corporal em ovinos da raga Santa Inés;
5. Apesar da quantidade limitada de informagdes fenotipicas e de genotipo utilizadas, a
inclusdo de informagdo genomica possibilitou a obtengdo de estimativas mais acuradas
de valores genéticos, assim como promoveu altera¢ao na classificagdo dos animais com
base em seu mérito genético para os fenotipos avaliados.
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Resumo - Objetivou-se identificar regides gendmicas associadas a resisténcia a infec¢ao
por nematoides gastrintestinais e tamanho corporal em ovinos da raga Santa Inés. A
metodologia de associagdo genOmica em passo unico (ssGWAS) foi utilizada para
estimar os efeitos dos marcadores genéticos e sua associagdo com as caracteristicas
resisténcia a infeccdo por nematoides gastrintestinais (RV), profundidade toracica (PT)
e altura da garupa (AG). Um total de 1.637 individuos foi incluido na matriz de
parentesco, dos quais 389 foram genotipados com o painel OvineSNP50 BeadChip
(Ilumina Inc.). Apds o controle de qualidade dos dados gendmicos, foram utilizados
45.465 SNPs e 388 amostras para as analises de associagdo genOmica. Regides
genOmicas representadas por janelas de 10 SNPs adjacentes que explicaram pelo menos
0,5% da variacdo genética para cada caracteristica foram exploradas a procura de genes.
As janelas de maior significancia explicaram 18,26%, 13,92% e 11,47% da variancia
para RV, PT e AG, respectivamente. Um total de 36, 30 e 35 regides candidatas foram
identificadas para RV, PT e AG, respectivamente. Varias regioes ¢ genes candidatos

relacionados ao desenvolvimento corporal e atividades do sistema imune foram
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encontrados. Além disso, foram identificados varios genes com fungdes ainda ndo
descritas. Os genes relacionados as caracteristicas em estudo poderdo ajudar na sele¢ao
de animais da raga Santa Inés com maior resisténcia a infecgdes por parasitas
gatrintestinais e melhor desenvolvimento corporal. Contudo, estas caracteristicas ainda
necessitam de mais estudos para melhor compreensao dos genes que estio ligados a sua

expressao.

Termos para indexacio: endoparasitas, imunologia, genes candidatos, ovinos de corte,

ssGWAS

Genome-wide association for resistance to gastrointestinal nematode infection and

body size in Santa Inés sheep

Abstract - The objective of this study was to identify genomic regions associated with
resistance to gastrointestinal nematode infection and body size in Santa Inés sheep. The
single-step genome-wide association studies (ssGWAS) methodology was applied to
estimate the effects of genetic markers and their association with resistance to
gastrointestinal nematode infection (RGNI), thoracic depth (PT) and rump height (RH).
There were 1,637 individuals in the numerator relationship matrix, of which 389 were
genotyped with the panel OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.). After quality control
of the genomic data, 45,465 SNPs and 388 samples remained for genomic association
analyses. Windows of 10 adjacent SNPs explaining at least 0.5% of the additive genetic
variance for each trait were explored in the search for genes. The most significant
windows explained 18.26%, 13.92%, and 11.47% of the genetic variance for RGNI, TD

and RH, respectively. A total of 36, 30 and 35 candidate regions were identified for
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RGNI, TD and RH, respectively. Several regions and candidate genes related to body
development and activity of the immune system were found. In addition, several
uncharacterized genes were identified. The genes associated with the traits in study may
help in the selection of animals of the Santa Inés breed more resistant to gastrointestinal
nematode infection and with better body developmnet. Nevertheless, more studies are
necessary for the better understanding of the genes involved in the expression of the

evaluated traits.

Index terms: endoparasites, immunology, candidate genes, meat sheep, ssGWAS

Introduciao

Os ovinos estdo presentes em todo o territdrio brasileiro, com maior
predominancia na regido Nordeste. Dentre as ragas ovinas deslanadas locais mais
difundidas estda a Santa Inés, que apresenta grande adaptabilidade as condigdes
climdticas tropicais, rusticidade, prolificidade e capacidade materna (Cunha et al., 2008;
Garcia et al., 2014). No entanto, problemas sanitdrios e nutricionais ainda representam
um grande entrave na produtividade de ovinos de corte no Brasil.

As infecgdes parasitarias geram perdas e aumentam os custos dentro das
propriedades que fazem o uso excessivo de anti-helminticos na tentativa de minimizar
os efeitos e controlar nematoides gastrintestinais. No entanto, a pratica indiscriminada
do uso de quimicos acarreta resisténcia dos vermes aos principios ativos. Sob estas
condigdes, surge como alternativa de controle para esse problema a sele¢ao de animais
geneticamente resistentes a nematoides gastrintestinais. Woolaston & Piper (1996)
mostraram que a selecdo para a resisténcia a parasitas gastrintestinais € possivel em

ovinos. Porém, ainda existem dificuldades para a obtencao de informacgdes fenotipicas
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que expressem de maneira precisa a resisténcia a endoparasitas. Neste sentido, a
utilizagdo de inteligéncia computacional pode ser uma alternativa para aumentar a
precisdo e confiabilidade do diagnostico de animais resistentes, por meio da avaliagdo
do efeito de combinagdo de diferentes fenotipos. Além disso, o estudo de caracteristicas
ligadas ao tamanho corporal dos animais ¢ importante para verificar possiveis
associagdes com a resisténcia a nematoides gastrintestinais (Idris et al., 2011).

Aliado as informacgdes fenotipicas sobre resisténcia a verminose, marcadores
moleculares associados a resisténcia também podem ser usados para a sele¢do de ovinos
dentro de uma determinada raga (Alba-Hurtado & Mufioz-Guzman, 2013). O uso de
marcadores do tipo SNPs (polimorfismos de nucleotideo Uinico), por exemplo, torna
possivel o uso de dados de sequéncias do genoma para identificar loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) ou regides genOmicas, por meio da identificagdo de genes
candidatos que estejam relacionados ao mecanismo de resisténcia a nematoides
gastrintestinais (Bishop & Woolliams, 2014).

Para a detec¢do de regides gendmicas associadas a caracteristicas de interesse
econdmico em ovinos, a metodologia de estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS) tem sido amplamente utilizada ha varios anos (Riggio et al., 2013). Com o uso
de GWAS, busca-se compreender a base genética das caracteristicas por meio da
integragdo das informagdes fenotipicas e genotipicas (Zvinorova et al., 2016). Para a
realizagdo de andlises de GWAS, o método single-step (ssGBLUP), tem sido
amplamente utilizado. Este método permite a obtencdo de solugdes dos valores
genéticos obtidos de animais que apresentem ou ndo informagdes fenotipicas,
genotipicas ¢ de pedigree, a partir das quais estima-se os efeitos dos SNPS, de modo
que o método ssGBLUP aplicado a GWAS também ¢ denominado de associagao

gendmica ampla em passo unico (ssGWAS) (Wang et al., 2012; Wang et al., 2014).
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Alguns estudos de GWAS ja foram aplicados para identificar genes candidatos
relacionados as caracteristicas de resisténcia a nematoides gastrintestinais em ovinos
Santa Inés (Berton et al., 2017; Santos, 2018). No entando, alguns loci que contribuem
para a variagdo das caracteristicas permanecem desconhecidos, devido a informagdes
incompletas sobre o genoma dos ovinos. A identificacdo de regides gendmicas que
desempenham papel na expressao de caracteristicas relacionadas a resisténcia, assim
como de tamanho corporal se tornam uma ferramenta importante para o melhoramento
genético da raga. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar regides gendmicas
associadas a resisténcia a nematoides gastrintestinais e tamanho corporal em ovinos da

raca Santa Inés.

Material e Métodos
Os dados utilizados no estudo pertencem ao projeto Métodos tradicionais e
gendmicos aplicados ao melhoramento genético de ovinos para resisténcia a verminose,
cadastrado no CNPq: 303996/2016-1 e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPI) n° 414/17, da Universidade Federal do Piaui, que integra o
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal (INCT-CA) do CNPq,

coordenado pela Universidade Federal de Vigosa.

Populacao amostrada

Foram utilizadas informacodes de 1.637 ovinos da raga Santa Inés incluidos na
matriz de parentesco com base no pedigree. No total, 206 individuos aparecem como
pais e 713 aparecem como maes, em um pedigree com profundidade de oito geragdes.
No pedigree completo, 933 individuos tinham informag¢ao de pai e mae, 40 animais

tinham apenas mae conhecida e 664 ndo tinham informacdo de pai ou mae. Os dados
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foram coletados em 18 rebanhos localizados na subregido Meio-Norte do Brasil
(estados do Piaui e Maranhdo), em animais registrados junto a Associacdo Brasileira de
Criadores de Ovinos (ARCO) ou pertencentes ao nucleo de conservacio de caprinos e
ovinos da Embrapa Meio-Norte (Campo Maior, Piaui), entre os anos 2012 e 2018. Os
animais utilizados no estudo eram criados em sistema semi-intensivo, recebendo

suplementagdo nutricional em época de escassez de pastagem.

Dados fenotipicos

A combinagdo dos valores de grau de coloragdo da mucosa conjuntiva (escore
FAMACHA), escore de condicao corporal (ECC) e contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) foi utilizada para gerar uma nota que varia de 0 a 10 (escala continua), que
representa a resisténcia a nematoides gastrintestinais (verminose), representada pela
sigla RV, para cada animal analisado. Esta nota foi calculada com auxilio do software
CAPRIOVI (https://easii.ufpi.br/capriovi) (Sarmento et al., 2017). Os valores de OPG
foram utilizados na escala real (ndo transformados) da contagem de ovos por grama de
fezes para o calculo de RV. Apenas animais que possuiam informacdes para escore
FAMACHA, ECC e OPG em uma coleta realizada na mesma data foram utilizados para
gerar os valores de RV. Assumiu-se que quanto maior a nota de RV, maior a resisténcia
do animal a infecgdes causadas por nematoides gastrintestinais.

As amostras de fezes para contagem de OPG foram coletadas diretamente da
ampola retal dos animais, com uso de sacos plasticos nos quais ficavam armazenadas,
ap6s a retirada do ar de dentro da embalagem. Durante a coleta nas fazendas, as
amostras eram acondicionadas em caixas isopor, que continham gelo artificial rigido
reutilizavel, nas quais eram transportadas até o laboratorio para a realizacao da

contagem no mesmo dia da coleta, ou na manha do dia seguinte, no maximo 24 horas
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apos a coleta das fezes. As amostras que ficavam para contagem no dia seguinte eram
acondicionadas em geladeira, em temperatura de 2 a 8°C, para evitar o congelamento
das fezes e larvas, assim como a eclosdo dos ovos para larva. A avaliagdo parasitologica
foi realizada com a contagem de OPG adotando-se os procedimentos de acordo com
Ueno & Gongalves (1998).

A mensuragdo da colora¢do da mucosa conjuntiva ocular foi realizada de acordo
com o método FAMACHA, com atribui¢do de notas de 1 a 5, em que 1 — vermelho
robusto, 2 — vermelho rosado, 3 — rosa, 4 — rosa palido e 5 — branco (Van Wyk et al.,
1997). O escore da condicao corporal (ECC) foi avaliado atribuindo valores em uma
escalade 1 a 5, de acordo com a metodologia utilizada por McManus et al. (2010), que
consiste na avalia¢do visual e palpacdo com os dedos na regido lombar, localizando as
apo6fises espinhosa e transversal. O processo teve por base a deteccdo de deposicao de
gordura e musculo, com o valor 1 correspondendo a animal muito magro € o 5 a animal
com sinais de obesidade.

Medidas de tamanho corporal também foram utilizadas para verificar possiveis
regides e genes em comum para desenvolvimento corporal e resisténcia a nematoides
gastrintestinais. As seguintes medidas foram obtidas com uso de fita métrica graduada
em centimetros, enquanto os animais estavam em superficie plana, parados e em
posi¢ao adequada: altura da garupa (AG), medida do solo a tuberosidade sacral do ilio;
e profundidade toracica (PT), calculada como a diferenca entre a altura da cernelha
(distancia vertical do ponto mais alto da regido escapular até o solo) e a altura da pata

(distancia da parte ventral do esterno até o solo).
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Dados genomicos

Foram coletadas amostras de sangue de todos os individuos, diretamente da veia
jugular, apos a realiza¢do da higienizacao da regido com alcool iodado, com auxilio de
agulha acoplada em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA. As amostras de
sangue foram utilizadas para realizar a extragdo do DNA com o Kit da Qiagen DNeasy
Blood & Tissue (protocolo estabelecido pelo fabricante). A qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose a 1%, em tampao SB 1x, por 60 minutos a 60V. Os géis
foram visualizados e registrados em fotodocumentador L-PIX (Loccus Biotecnologia,
Cotia, SP, Brazil). A quantificacdo do DNA foi realizada por meio de
Fluoroespectofotometro NanoDrop 3300, com o kit Intercalante AccueBlue® Broad
Range dsDNA (Biotium Inc., Fremont, CA, EUA). O DNA obtido apds extracao foi
estocado em freezer a -20°C até o envio para a genotipagem.

A genotipagem foi realizada em 389 animais com o chip de alta densidade Ovine
SNP50 BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA), que contém 54.241 SNPs
uniformemente espagados nos cromossomos do genoma ovino. Neste estudo, as
coordenadas cromossomicas para cada SNP foram obtidas a partir do assembly do

genoma ovino Oar v4.0.

Edicio e controle de qualidade dos dados fenotipicos e gendmicos

O procedimento para edi¢do e consisténcia dos dados fenotipicos foi realizado
com utiliza¢do do software SAS (versao 9.0). Foram mantidos para as analises apenas
animais com informac¢ao de ano de nascimento, fazenda, sexo ¢ idade no dia da coleta,
pertencentes a grupos contemporaneos com no minimo dois animais. Apos a analise de
consisténcia, foram mantidos 500, 980 e 980 individuos com informacgoes,

respectivamente, para RV, PT e AG.
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Os animais foram designados em grupos de contemporaneos constituidos pelos
efeitos de sexo (1 = macho e 2 = fémea), periodo de coleta (1 = coletas realizadas de
janeiro a maio — estagdo chuvosa; e 2 = coletas realizadas de junho a dezembro —
estagdo seca), ano de coleta (2012, 2013, 2014, 2017 ¢ 2018) e fazenda (1 a 18). A idade
do animal no momento da coleta foi utilizada como co-variavel (efeito linear), de modo
que foram utilizadas apenas informagdos de animais com no minimo seis meses de
idade.

O controle de qualidade dos dados gendémicos foi realizado com uso do software
PREGSF90 (Misztal et al., 2018). Foram removidos SNPs localizados em posicoes
genomicas desconhecidas (n = 682), ou em cromossomos sexuais (n = 1.472) e DNA
mitocondrial (n = 3). Além disso, foram removidos marcadores com Minor Allele
Frequency (MAF) < 0,01 (n = 2.292), Call Rate < 0,95 (n = 4.319) e em desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 10°, n = 8). No controle de qualidade para as
amostras, foi eliminada uma amostra com Call Rate < 0,90. Ap6s o controle de
qualidade restaram para as analises 45.465 SNPs e 388 amostras (individuos

genotipados).

Estimacao de desequilibrio de ligaciao
O desequilibrio de ligacao foi calculado como o quadrado da correlagcdo entre
pares de SNPs (r*) com utilizagdo do programa PREGSF90 (Misztal et al., 2018), de

acordo com a seguinte equacao:

2 _ (freq.AB*freq.ab—freq.Abxfreq.aB)* _ (D)?
- (freq.A*freq.a*freq.B*freq.b) (freq.A*freq.a*freq.B*freq.b)

r

em que: D = freq.AB — freq.A*freq.B e freq.A, freq.a, freq.B e freq.b sdo as
frequéncias dos alelos A, a, B e b, respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.aB ¢ freq.Ab

sdo as frequéncias dos haplotipos Ab, ab, aB e Ab na populacdo, respectivamente. Se
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dois loci sao independentes, a frequéncia esperada do haplotipo AB (freq.AB) ¢é
calculada como o produto entre fieq.A e freq.B. O 1* atinge valores proximo a zero
quando os alelos A e B segregam independentemente. A freq.AB maior ou menor do
que o valor esperado indica que estes dois /oci em particular tendem a segregar juntos e

estdo em LD, com valor méaximo de um para r? (Espigolan et al., 2013).

Analises genético-quantitativas

Os componentes de variancia, sob modelo animal gendmico, foram estimados em
analises unicaracteristicas, por meio de inferéncia Bayesiana, com uso do programa
GIBBS1F90 (Misztal et al., 2018). Para as estimativas da distribuicdo a posteriori dos
componentes de variancia foi utilizada uma cadeia de 1.000.000 de ciclos, com descarte
inicial de 200.000 (burn-in) e intervalo de amostragem a cada 100 ciclos, totalizando
8.000 amostras para cada andlise, a partir das quais as inferéncias foram realizadas. As
analises das distribui¢des a posteriori foram realizadas com uso do software
POSTGIBBSF90 (Misztal et al., 2018), que permite analises graficas para inspecao
visual da convergéncia, teste diagnostico de Geweke (Geweke, 1992) e o erro de Monte
Carlo. Os desvios-padrao a posteriori foram calculados para cada estimativa.

Os componentes de variancia estimados anteriormente foram utilizados como
valores iniciais na predi¢gdo dos valores gendmicos (GEBVs), com uso do software
BLUPF90 (Misztal et al., 2018). Para as estimativas de componentes de variancia e
valores genéticos gendmicos foi utilizado o modelo:

y=XB+Za+e
em que: y € o vetor das observagdes para cada caracteristica (RV, PT e AG); X ¢ a
matriz de incidéncia dos efeitos fixos; B € o vetor de efeitos fixos (grupo contemporaneo

e idade como co-varidvel); Z ¢ a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos; a €
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o vetor de efeitos genéticos aditivos, com a ~N (0,Ho?2), em que o2 é a variincia
genética aditiva e H ¢ a matriz de parentesco que combina a informacodes de pedigree ¢
gendmicas; e e é o vetor de efeitos residuais, com e ~N (0, 103).

A inversa da matriz H foi calculada com base em Aguilar et al. (2010) como:

4 «1.1]0 0
H]‘A]+[o G- A3}
em que: A! é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacio de pedigree; G™!
é a inversa da matriz de parentesco gendmico; e A33 ¢ a inversa da matriz de parentesco
baseada no pedigree para animais genotipados. A matriz G foi calculada de acordo com

VanRaden (2008), como:

ZDZ’

G =
22?;1 pi(1 — pi)

em que: Z ¢ uma matriz de conteudo centralizado de SNP; D ¢ uma matriz diagonal de

variancia de SNP; e p; € a frequéncia do alelo menos frequente do SNP i.

Analises de associacio gendmica ampla

A andlise de associagdo gendmica ampla para cada caracteristica foi realizada com
utilizagdo da metodologia single-step GWAS (ssGWAS) proposta por Wang et al.
(2012). Apos a predigdo dos valores genéticos gendmicos dos animais, estes valores
foram utilizados para calcular os efeitos dos SNPs. Os efeitos de animal foram
decompostos em genotipado (ag) € ndo genotipado (an), em que o efeito de animal
genotipado ¢ considerado em fungdo do efeito do marcador como:

ag=Zu

em que: Z ¢ uma matriz que relaciona os gendtipos de cada locus e u € um vetor de
efeitos de SNPs.

A variancia do efeito de animal foi assumida como:
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var(ap) = var(Zu) = ZDZ 62 = G*c?
em que: D ¢ uma matriz diagonal de pesos para variancias de marcadores (D = I para
GBLUP), ¢°, é a varidncia genética aditiva capturada por cada SNP quando nio sdo
utilizados pesos e G* ¢ a matriz gendmica ponderada.

A razdo de covaridncia dos efeitos geneticos (ay) e de SNPs (u) € dada por:

var[]= (7 p I

€ posteriormente por:

var(a ) var(Z .02 .
G = g (2 W _ zpz — =12DZ)
o Oa Oq

em que, de acordo com VanRaden (2008), A ¢ definida como uma constante de

normalizacdo, como descrito abaixo:

o 1

M
% Zi:lzpi(l_pi)

em que: M ¢ o nimero de SNPs e p; ¢ a frequéncia alélica do segundo alelo do i-ésimo
SNP.

Portanto, como mostrado por Wang et al. (2012), a equagdo para predizer os
efeitos de SNPs que usa a matriz de parentesco genomica ponderada (G*) ¢ dada por:

u= ADZ’G*‘lﬁg = DZ’[ZDZ’]‘l’\g

As estimativas de efeitos de SNPs podem ser usadas para estimar a variancia do

efeito individual de cada SNP, como descrito por Zhang et al. (2010):
i = Ui 2pi(1 —p;)

O seguinte processo iterativo foi realizado, considerando D para estimar os efeitos
de SNPs a partir do ssGBLUP, como descrito por Wang et al. (2012) como segue:

1. D=I;

2. Calcular a matriz G=ZDZ.’ A,
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3. Calcular os GEBVs para todos os animais que estdo no arquivo de pedigree,
pelo método ssGBLUP;

4. Calcular o efeito de SNP: 1 =ADZ' G*~'d;

5. Calcular a variancia de cada SNP (i): d; = %7 2p;(1 — p;);

6. Normalizar os valores de SNPs para a variancia genética aditiva permanecer
constante;

7. Sair ou voltar ao passo 2 ou 3.

Os efeitos de marcadores foram obtidos por trés iteragdes, dos passos 2 a 7, como
mostrado por Wang et al. (2012).

De acordo com Habier et al. (2011) ¢ sugerido que o uso de janelas de SNPs
permitem a captura mais eficiente dos efeitos dos marcadores, em relagdo ao uso de
SNPs individualmente, o que € relevante para evitar viés estatistico nas estimativas.
Portanto, os resultados de GWAS no presente estudo foram apresentados como a
propor¢ao da varidncia explicada por janelas méveis de 10 SNPs adjacentes. Assim, a
porcentagem da variancia genética explicada por cada regido foi calculada de acordo a
seguinte equacao sugerida por Wang et al. (2014):

Var(a; Var(X10. Z.4:
(2 JXlOO% ———( 121 ] ])
of

Oa

X 100%

em que: §; é o valor genético gendmico da regido i (10 SNPs adjacentes); o ¢é a
variancia genética total; Z; ¢ vetor de conteido génico do SNP j para todos os
individuos e #; € o efeito do marcador j dentro da regido i.

As andlises foram executadas com auxilio dos programas BLUPF90 e
POSTGSF90, pertencentes a familia BLUPF90 (Misztal et al., 2018). Apos a execucao

do POSTGSF90, foram gerados graficos Manhattan plot em que estdo representados os
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cromossomos autossomicos da espécie Ovis aries € a propor¢do de varidncia explicada
pelas janelas de SNPs foram gerados.

As regides cromossdmicas que explicaram no minimo 0,5% da variancia genética
aditiva foram selecionadas para serem exploradas a procura de possiveis genes
candidatos para cada caracteristica. Para a identificagdo de genes presentes nas regides
de interesse nos cromossomos do genoma ovino foram utilizadas as ferramentas
Genome data viewer, do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?org=ovis-
aries) e Biomart, do Ensembl (https://www.ensembl.org/biomart/martview/).

A classificacao dos genes de acordo com sua funcgdo bioldgica, identificacao de
vias metabolicas e enriquecimento génico foi realizada com informagdes do Uniprot
(https://www.uniprot.org/) e da ferramenta Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) v6.8 (Huang et al., 2009a, 2009b). A Ontologia Génica
(GO; P <0,01) e vias da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG; P < 0,05)
também foram identificados pela ferramenta DAVID v6.8. A plataforma SheepQTLdb
(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/index) também foi utilizada para a
procura por QTLs relacionados as caracteristicas em estudos ja relatados na literatura,

em cromossomos em que foram encontradas regides candidatas no presente trabalho.

Resultados e Discussao
Estatisticas descritivas e parametros genéticos
Os valores médios para as dimensdes corporais AG e PT (Tabela 1) estdo dentro
da margem relatada na literatura para ovinos adultos da raga Santa Inés. Em um estudo
com diferentes ragas ovinas, Carneiro et al. (2010) relataram valores médios de 72,76
cm para AG. Para esta mesma caracteristica, valores médios de 71,37 + 4,91, 75,89 +

3,69 e 70,21 + 2,31 cm foram relatados, respectivamente, por Biagiotti et al. (2013),
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Sena et al. (2016) e Ramos et al. (2019), em ovinos Santa Inés. Para PT, Sena et al.
(2016) encontraram valor médio de 34,66 + 4,91 cm para ovinos desta raca. O maior
coeficiente de variacdo foi observado para RV, pois esta caracteristica estd mais sujeita

as variagdes ambientais em relagdo as caracteristicas de tamanho corporal.

Tabela 1. Estatistica descritiva para dados de resisténcia a nematoides gastrintestinais
(RV), Profundidade Toracica (PT) e Altura da Garupa (AG) em ovinos Santa Inés

(uni%zza:gﬁg’; @ N Medio DP CV  Minimo  Méximo
RV (nota) 500 5.65 215 3798 194 8.05
PT (cm) 080  34.67 319 919  24.00 48.50
AG (cm) 080 7556 379 501 61.00 92,00

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagao.

As estimativas de herdabilidade (h?) neste estudo foram classificadas como baixa
(<0,20), moderada (0,20 a 0,40) e alta (>0,40). As estimativas de h? para todas as
caracteristicas apresentaram moderada magnitude, de modo que variaram de 0,20 +
0,08, para PT, a 0,37 = 0,08, para AG (Tabela 2). Esses valores sugerem que a selecao
direta das caracteristicas em estudo é viavel. E importante mencionar que o fato de
terem sido utilizados dados gendmicos para a obtencao das estimativas de herdabilidade
certamente contribuiu para a melhor estimacdo de componentes de varidncia genética
aditiva e isto resultou na obtengdo de estimativas de herdabilidade favoraveis. De modo
geral, as estimativas de herdabilidade para caracteristicas que indicam resisténcia a
endoparasitas, em ovinos, apresentam grande amplitude, pois dependem tanto da
espécie de nematoides, quanto da raga em estudo, além de fatores ambientais e
metodoldgicos (McManus et al., 2014). Por outro lado, as estimativas de herdabilidade
para caracteristicas indicadoras de conformacdo e tamanho corporal em ovinos,
normalmente apresentam magnitude que varia de moderada a alta (Janssens &

Vandepitte, 2004; Gutiérrez-Gil et al., 2011; Sena et al., 2016).
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368 Tabela 2. Estimativas de componentes de varidncia e herdabilidade para resisténcia a
369 nematoides gastrintestinais e tamanho corporal em ovinos da raca Santa Inés

Caracteristica ol ol h? + DPP
RV (nota) 0,88 2,43 0.27 = 0,09
PT (cm) 1,59 6,20 0.20 £ 0.08
AG (cm) 3.84 6,49 037+ 0,08

370  RV: resisténcia a nematoides gastrintestinais; PT: profundidade toracica; AG: altura da
371  garupa; o2: varidncia genética aditiva; ¢2: variancia residual; h’: herdabilidade; DPP:
372 desvio padrio a posteriori.

373

374 As estimavas de desequilibrio de ligagdo (LD) médio calculado com base na
375  estatistica 12 entre pares de SNPs por cromossomo variaram de 0,007 + 0,013 a 0,013 +
376 0,031 (Tabela 3). A distancia maxima entre pares de SNPs por cromossomo foi 275,34
377  Mpb (mega pares de base), no cromossomo 1, que ¢ o cromossomo de maior tamanho
378 no genoma ovino e apresentou o maior nimero de SNPs antes e apds o controle de
379  qualidade.

380

381 Tabela 3. Analises descritivas de desequilibrio de ligacdo (LD, r?) entre pares de SNPs
382  por autossomo da espécie Ovis aries (OAR).

Tamanho SNPs SNPs LD médio Distancia entre pares de SNPs (Mpb)

OAR (Mpb)  antes! apos? (DP) Média® Minima* Méxima®
1 275,335 5868 5121 0,009 (0,018) 92,072 0,002 275,335
2 248,621 5470 4805 0,008 (0,017) 82,541 0,002 248,621
3 223,794 4960 4334 0,009 (0,019) 74,118 1,4E-4 223,794
4 118,978 2670 2363 0,010 (0,023) 39,650 0,001 118,978
5 107,487 2334 2038 0,009 (0,019) 35,594 6,5E-5 107,487
6 116,475 2568 2251 0,010 (0,023) 38,618 0,002 116,475
7 99,469 2235 1963 0,011 (0,023) 33,622 0,002 99,469
8 90,471 2047 1818 0,012 (0,026) 30,508 0,003 90,471
9 93,968 2129 1888 0,010 (0,022) 31,705 0,004 93,968

10 85,792 1842 1607 0,011 (0,027) 28,706 0,002 85,792
11 61,278 1171 1035 0,013 (0,029) 20,177 0,004 61,278
12 78,960 1707 1503 0,011 (0,026) 26,101 0,002 78,960
13 82,809 1686 1449 0,013 (0,031) 27,625 0,002 82,809
14 62,357 1170 1001 0,012 (0,030) 20,784 3,6E-5 62,357
15 79,754 1686 1467 0,007 (0,013) 26,811 0,002 79,754
16 71,504 1573 1350 0,007 (0,012) 24,021 0,002 71,504
17 72,037 1416 1204 0,007 (0,013) 23,827 0,003 72,037
18 67,318 1412 1232 0,007 (0,012) 22,149 0,004 67,318
19 60,105 1246 1062 0,007 (0,013) 20,236 0,006 60,105
20 50,608 1132 976 0,007 (0,013) 16,910 0,003 50,608
21 49,714 878 746 0,007 (0,013) 15,962 0,003 49,714

Continua na proxima pagina
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22 50,631 1109 962 0,007 (0,012) 16,868 0,002 50,631
23 61,895 1125 990 0,008 (0,013) 20,649 0,005 61,895
24 41,912 744 651 0,007 (0,013) 13,814 0,003 41,912
25 45,110 995 865 0,007 (0,012) 14,783 0,004 45,110
26 43,810 911 784 0,008 (0,013) 14,813 0,001 43,810

'Numero de SNPs por autossomo ovino antes do controle de qualidade, “Numero de
SNPs apds o controle de qualidade, DP: desvio padrdo, Mpb: Mega pares de base,
’Distincia média entre pares de SNPs por cromossomo, “Distancia minima entre pares
de SNPs por cromossomo, “DistAncia maxima entre pares de SNPs por cromossomo.

Os niveis de LD médio entre pares de SNPs foram menores em relacdo aqueles
encontrados por Alvarenga et al. (2018), que relataram niveis de desequilibrio de
ligagdo entre pares de SNPs por cromossomo que variaram de 0,010 + 0,024 a 0,023 +
0,023 utilizando o painel OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.) na raca Santa Inés,
com informagdes genomicas de 395 amostras e 38.168 SNPs, com base no assembly do
genoma ovino versdo 3.1. Os niveis de LD relatados por Alvarenga et al. (2018) e no
presente estudo mostram que a raga Santa Inés apresenta niveis de desequilibrio de
ligacdo abaixo do relatado em outras espécies pecudrias. No entanto, a densidade do

painel de 50k da Illumina ¢ suficiente para proporcionar resultados satisfatorios e

confidveis em estudos de associagdo gendmica ampla.

Regiées genomicas associadas e QTLs

Um total de 36, 30 e 35 regidoes gendmicas foram identificadas para RV, PT e AG,
respectivamente. Os resultados mostraram varios genes com fungdes biologicas
descritas nestas regides (Tabelas 4 a 6). E importante mencionar que os resultados de
associacao gendmica devem ser interpretados com cautela, para evitar que associagoes
sejam consideradas como efeitos causais, j& que muitos QTLs foram descritos para
diferentes caracteristicas, porém, poucos destes foram validados por outros estudos.

Poucos genes foram encontrados em comum entre as caracteristicas. Os genes

CI17H4orf33, LOCI105602775, SCLTI foram encontrados em regides sobrepostas, no
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cromossomo 17, que explicaram 1,5% da variancia genética para PT (28,3-28,9 Mpb) e
0,54% para AG (28,0-28,5 Mpb). Apenas o gene SYT! foi encontrado em comum em
regides do OAR3 que explicaram 0,9% da variancia para RV (114,9-115,2 Mpb) e PT
(114,5-114,9 Mpb). Genes como TRNAC-GCA e TRNAG-CCC foram identificados em
comum em diferentes regides candidatas para as trés caracteristicas em estudo. Os genes
do tipo tRNA (RNAtransferidor) sio RNAs curtos ndo codificadores abundantes no
genoma que promovem a interagdo entre o coédigo genético e aminoacidos e age como
uma molécula adaptadora no maquindrio de translagdo de proteina (Mohanta & Bae,

2017).

Resisténcia a nematoides gastrintestinais

Nas regides genOmicas associadas a caracteristica RV foram identificados 213
genes (Figura 1 e Tabela 4), dos quais 62 sdo genes ainda ndo caracterizados (LOC) e
cinco sao do tipo tRNA. Nestas regides estdo localizados alguns genes com fungdes
importantes ligadas a resisténcia a doencas e ao funcionamento do sistema imunoldgico
com destaque para os genes ABCGI (ATP binding cassette subfamily G member 1),
TFF (trefoil factor 3), TGFBR3 (transforming growth factor beta receptor 3), NCKI
(NCK adaptor protein 1), EMC4 (ER membrane protein complex subunit 4), TPBG
(trophoblast glycoprotein), THEMIS (protein THEMIS), TRIBI (tribbles pseudokinase
1), LYN (LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase), PTK6 (protein tyrosine
kinase 6), IRFS (interferon regulatory factor 8), PIK3C2A4 (phosphatidylinositol-4-
phosphate 3-kinase catalytic subunit type 2 alpha), NCR3LGI (natural killer cell
cytotoxicity receptor 3 ligand 1), ILISBP (interleukin 18 binding protein) e NUMAI

(nuclear mitotic apparatus protein 1).
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% Variancia explicada por 10 SNPs adjacentes
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Figura 1. Manhattan plot para a proporcao de variancia genética explicada por janelas
de 10 SNPs adjacentes para resisténcia a nematoides gastrintestinais (RV) em ovinos

Santa Inés

O maior nimero de genes importantes em processos ligados a imunidade
presentes em regides associadas a RV foram encontrados no OARI (Tabela 4), que € o
maior cromossomo do genoma ovino. Os genes ABCGI (ATP-binding cassette
transporter G1) e genes da familia TFF (Trefoil factor Family), que tém fung¢des ligadas
a imunidade, estdo abrigados na regido entre 260,34-260,79 Mpb, que explicou 1,54%
da variagdo para RV no OARI. Em estudo com camundongos, Cheng et al., (2016)
mostraram que o gene ABCGI apresenta grande expressdo em células que atuam no
sistema imune, como linfécitos T e macréfagos, assim como atua na homeostase de
células T. Durante infeccdo por helmintos, os macrofagos sdo responsaveis pela
regulacdo da resposta imune, cicatrizagdo do tecido atacado e resisténcia a invasdo
parasitaria (Mantovani et al., 2013). Os linfocitos e as células T atuam na secrecao de

anticorpos que atuam na resposta imune (Mcrae et al., 2015). Os genes TFFI, TFF2 e
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TFF3 sao envolvidos na protecdo e cicatrizagdo da mucosa intestinal e sdo ligados a
doencas inflamatorias. O gene TFF3 ¢ também conhecido por ser superexpresso durante
processos inflamatdrios e em resposta aos danos da mucosa gastrintestinal em ovinos,
como descrito por Keane et al. (2006). Ingham et al. (2011), ao estudarem padrdes
divergentes de expressdo de grelina em ovinos geneticamente resistentes ou suscetiveis
a nematoides gastrintestinais, verificaram que o gene 7FF3 estd associado a resposta
inata em ovelhas resistentes.

Na regido do cromossomo 1 que explicou 0,57% da variagdo genética para RV
(67,98-68,61 Mpb) esta localizado o gene TGFBR3, que participa em processos como
resposta imune (GO:0006955) e resposta a prostaglandina E (GO:0034695). As
prostaglandinas participam, por exemplo, da regulacao de inflamacdes e resposta imune,
por meio da ativacdo da via metabdlica ciclooxigenase (COX), na maior parte dos
tecidos e orgdos (Medeiros et al., 2012).

Na regidao 250,30-251,70 Mpb (OAR1), que explicou 0,51% da variagdo para RV,
esta localizado o gene NCK1, que ¢ um membro da familia das proteinas adaptadoras da
regido nao catalitica da tirosina quinase (NCK) (Zhou et al., 2017). O gene NCKI tem
funcdo molecular de inibidor da atividade de proteina quinase (GO:0004860), além de
atuar em processos biologicos como resposta fisiologica a estimulo causado por outro
organismo (GO:0051707), ativacdo (GO:0042110) e proliferacio de células T
(GO:0042102). Algumas familias de proteinas quinase (PK) como PKC e PKnG atuam
diretamente no sistema imune de animais, por meio da sinalizagdo de células
imunologicas (Lim et al., 2015; Bach et al., 2018). A ativagao de células T imaturas se
da por meio de células que apresentam antigenos, o que déa inicio a resposta imune
adaptativa e resulta na liberacao de citocinas, levando a diferenciacdo e proliferagao de

mais células T (Mcrae et al., 2015). As citocinas secretadas pelas células T, quando
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estas sdo estimuladas por antigenos de vermes, ddo resposta imune do tipo Th2
(linfocito mediador primario da imunidade a nematoides), por meio de citocinas como
interleucina 4 (IL-4) (Williams, 2011).

Os genes EMC4 (OAR7) e TPBG (OARS) foram identificados por Atlija et al.
(2016) em conjuntos de genes candidatos associados a caracteristica LogOPG e
envolvidos na resposta imune, em ovinos. Estes genes sdo componentes celulares que
constituem a membrana (GO:0016020) como componentes integrais desta camada
(GO:0016021). Na regiao que explicou 3,07% da variacdo para RV, no cromossomo 8§,
foi detectado o gene THEMIS, que participa da via de sinaliza¢do do receptor de cé€lulas
T (GO:0050852), assim como na selecdo positiva (GO:0043368) ou negativa
(GO:0043383) dessas células. Ha varios tipos de células T que desempenham papel
essencial na resposta imune em pequenos ruminantes (McRae et al., 2015). Em geral, a
resisténcia a nematoides gastrintestinais depende muito do tipo de células CD* T, que
sdo classificadas em dois subtipos de células ajudantes (7" helper), Thl e Th2
(Krawczyk & Slota 2009). A resposta das células do tipo Thl (Type I T helper) tem
sido tradicionalmente associada a resposta imune a protozoarios (McRae et al., 2015).

No OAR9 foram encontrados os genes TRIB1 (Tribbles pseudokinase 1) na janela
entre 27,56-28,08 Mpb, e LYN (LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase), na
janela 36,06-36,64 Mpb, que apresentam grande potencial como candidatos a resisténcia
a nematoides gastrintestinais. O gene TRIBI participa da regulagdo positiva da
diferenciagdo de eosinofilos (GO:0045645) e macrofagos (GO:0045651), que sdo
células de defesa que atuam no sistema imunolédgico. O gene LYN promove a regulacao
positiva de mastocitos (GO:0070668), que sdao células inflamatérias que podem
responder diretamente a patdgenos ou enviar sinais a outros tecidos para modularem

tanto a resposta inata como a respota imune adaptativa (Urb & Sheppard, 2012). Em
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ovinos, a ativacao de mastdcitos induzida pela infec¢do por nematoides foi associada a
imunidade adquirida (McRae et al., 2015). O gene LYN também participa de
importantes processos bioldgicos ligados a imunidade, como por exemplo, a
homeostase de células B (GO:0001782), regulagdo da producdo de -citocina
(GO:0001817), regulacao da agregagdo de plaquetas (GO:0090330) e via de sinalizacdo
do receptor da superficie celular reguladora da resposta imune (GO:0002768).

O gene PTK6, localizado no cromossomo 13 (53,40-53,95 Mpb) atua no processo
de diferenciagdo de células do epitélio intestinal (GO:0060575). Haines et al. (2016)
relataram que a proteina PTK6 desempenha um papel na fungdo da barreira do epitélio
intestinal, de modo que a desativagao de PTK6 levou a grande aumento na fun¢do da
barreira epitelial basal, em camundongos. Apds infecgdo por nematoides
gastrointestinais, as células epiteliais sdo as primeiras células do hospedeiro a entrarem
em contato com as larvas dos parasitas, uma vez que a barreira do muco tenha sido
rompida (Sorobetea et al., 2018). Assim, de acordo com estes autores, células epiteliais
saudaveis adjacentes aquelas infectadas podem perceber as moléculas derivadas das
secrecoes dos parasitas e/ou moléculas derivadas de tecidos associadas a danos para
assim darem inicio a cascata inflamatéria. Em estudo com camundongos, estes mesmos
autores relataram que ha fortes indicios da necessidade da ativagdo epitelial antes da
resposta imune.

A janela responsavel pela maior variancia genética para a caracteristica resisténcia
a verminose (18,26%) esta localizada no cromossomo 14 (10,96-11,59 Mpb). Para
resisténcia a nematoides do género Nematodirus, Riggio et al. (2013) também relataram
forte evidéncia de associacdo gendmica no cromossomo 14, em um estudo com ovinos
da raga Scottish Blackface. No entanto, entre os genes encontrados na regiao do OAR14

associada a RV no presente estudo, apenas o gene /RF§ se destaca por atuar, por
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exemplo, em processos do sistema imunoldgico contra potencial ameaca interna ou
invasiva (GO:0006955), assim como na resposta de defesa a acdo de bactérias
(GO:0042742) e protozoarios (GO:0042832). Além disso, o gene IRF§ ¢ responsavel
pela supressdo do crescimento do simbionte dentro do organismo do hospedeiro
(GO:0044130), o que pode ser de grande importancia para considerar este gene como
um forte candidato a selecao para resisténcia a nematoides gastrintestinais em ovinos da
raga Santa Inés.

Na regido do OARI15 que explicou 0,69% da variagdo para RV (34,65-35,10
Mpb) foi identificado o gene PIK3C2A4, que tem como funcdo molecular a atividade da
enzima fosfatidilinositol 3-quinase (GO:0035004). As isoformas cataliticas pl 10gamma
e pl10delta desta enzima sdo fundamentais para o desenvolvimento de células T (Webb
et al., 2005). De acordo com Zaros et al. (2014), a diferenciagdao de células T e a alta
producao de anticorpos estdo associadas ao controle de verminoses, produgdo de ovos
de nematoides e resisténcia a infec¢do gastrintestinal, em ovinos. Além disso, redes
regulatérias associadas a células T estdo relacionadas a resposta a infec¢ao por
nematoides da espécie Haemonchus contortus (Li et al., 2012).

Na mesma regido do cromossomo 15 relatada acima, estd localizado o gene
NCR3LGI1, que ¢ um codificador de proteina relacionado a vias metabdlicas como
sistema imune inato e processamento e apresentacao de antigeno mediado pela classe 1
do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade). O MHC desempenha papel
fundamental na resposta imune, de modo que varios estudos relataram a presenga de
alguns marcadores que estdo dentro ou proximos ao MHC que sdo associados com
resisténcia a parasitas gastrintestinais em pequenos ruminantes (Bolormaa et al., 2009;

Castillo et al., 2011; Alba-Hurtado & Mufioz-Guzman, 2013).
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Na regido genomica situada no OAR 15 que explicou 5,98% da variancia genética
para RV estdo localizados os genes ILI8BP (Interleukin 18 Binding Protein) e NUMAI
(Nuclear mitotic apparatus protein 1). O gene ILISBP atua na resposta imune do tipo
Thl (GO:0042088), que ¢ associada a resisténcia a bactéria intracelular, fungos e
protozoarios. O gene NUMAI esta envolvido na formacdo e manutencdo dos polos do
fuso, no alinhamento e segregacdo dos cromossomas durante a divisdo celular mitotica.
Em humanos, esse gene estd envolvido na defesa imunolédgica de infec¢des virais da
influenza A, que inibe a replicagdo do virus (Rahiam et al., 2018). Em estudo com
suinos, Kwak et al. (2014) relataram que o gene NUMA I provavelmente esta associado
com a formagdo de vilosidades intestinais em recém-nascidos. De acordo com estes
autores, as vilosidades intestinais sdao fundamentais para a absor¢do adequada de
nutrientes, por meio da expansao do intestino delgado. Dey & Paul (2014) relataram que
a reducao na absor¢ao e retencdo de fosforo em ovinos infectados com o parasita
Trichostrongylus colubriformis provavelmente estd relacionada com a atrofia das
vilosidades intestinais, o que leva a anorexia dos individuos infectados.

Viérios resultados sobre QTLs relacionados a contagem de ovos de diferentes
géneros de nematoides por gramas de fezes estao relatados na plataforma SheepQTLdb.
Por exemplo, para a caracteristica contagem de ovos totais por gramas de fezes (fecal
egg count) foram relatados QTLs em todos os cromossomos nos quais foram
encontradas regides candidatas para a caracteristica RV no presente estudo. De modo
geral, ha falta de consenso entre grande parte dos estudos em relagdo a QTLs para
resisténcia a nematoides. De acordo com Riggio et al. (2014), a discrepancia de
resultados em diferentes trabalhos pode ser justificada pela complexidade genética da
resisténcia a verminoses € pelo fato de que esses estudos envolvem grande amplitude de

ragas ovinas, espécies de namatoides e técnicas experimentais.
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Profundidade toracica
As regides gendmicas que explicaram pelo menos 0,5% de variancia genética para
PT estdo localizadas nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 17, 18, 19, 22 e 25,

onde estdo presentes 175 genes (Figura 2 e Tabela 4).

PT

% Variancia explicada por 10 SNPs adjacentes
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Cromossomo

Figura 2. Manhattan plot para a propor¢do de variadncia genética explicada por janelas

de 10 SNPs adjacentes para profundidade toracica (PT) em ovinos Santa Inés.

No cromossmo 1 (187,44-188,40 Mbp) foram localizados alguns genes associados
ao desenvolvimento muscular como [TGBS5 (integrin subunit beta 5), HEGI (heart
development protein with EGF like domains 1) e BOC (BOC cell adhesion associated,
oncogene regulated). O gene ITGBS5 atua no processo bioldgico de adesdo celular
(GO:0007155), que ¢ uma das caracteristicas principais do desenvolvimento de
musculos esqueléticos e de outros tecidos. Enquanto isso, o gene HEGI atua no
aumento no tamanho ou massa corporal de individuos multicelulares (GO:0035264). O

gene BOC atua na regulagdao positiva da diferenciagdo de mioblasto (GO:0045663).
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Mioblastos sdo células mononucleares que promovem o desenvolvimento de fibras de
musculos esqueléticos, os quais correspondem a maior parte da carne que ¢ utilizada
para o consumo em animais destinados a corte (Shahjahan, 2015).

No cromossomo 2 (217,72-218,12 Mpb) esta localizado o gene TNPI (transition
protein 1), que atua em importantes processos ligados a conformagio corporal como
desenvolvimento de organismos multicelulares (GO:0007275) e diferenciagcdo celular
(GO:0030154). Na regiao 114,53-114,92 Mpb do cromossomo 3, foi identificado o gene
SYT1 (synaptotagmin 1), que participa de varios processos bioldgicos e fungdes
moleculares que envolvem o ion célcio, por exemplo, ligagdo de ion calcio
(GO:0005509), ligacao de fosfolipidio dependente de calcio (GO:0005544) e regulagao
de exocitose dependente de ion célcio (GO:0017158). O calcio ¢ um componente
essencial do esqueleto e, portanto, indispensavel para o desenvolvimento adequado dos
ossos (Van den Top, 2009). De acordo com este autor, aproximadamente 99% do calcio
presente no corpo de ruminantes esta localizado no esqueleto.

A regido que explicou maior parte da variancia genética aditiva para profundidade
toracica (13,92%) est4 presente no cromossomo 5. O gene WNT3A4 (Wnt family member
34) ¢ um dos genes mais importantes localizados nesta regido, relacionados ao
desenvolvimento corporal. Este gene pertence a familia WNT (Wingless-Type MMTV
integration site family member), que ¢ uma glicoproteina secretada, rica em cisteina, e
esta envolvida tanto em processos de desenvolvimento embrionario quanto em
processos fisiologicos. Pela alta capacidade de ligagao das células e por meio de vias de
sinalizagdo, esses processos sao ativados para gerar uma grande variedade de células,
tecidos e morfologias, assim, as vias de sinalizacdo sdo ativadas por moléculas
sinalizadoras de lipoproteinas extracelulares (Berridge, 2012). Dentre essas vias de

sinalizacdo estdo os fatores de crescimento e transformacdo (TGF-B) e fatores de
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crescimento fibroblasticos (FGF) que s3o utilizadas ao longo do desenvolvimento dos
individuos (Bejsovec, 2005). Hayashi et al. (2007) investigaram as vias de sinaliza¢do
de WNT (WNT2, WNT2B, WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT7A ¢ WNTI1) em ovinos ¢
detectaram ag¢do nas vias de sinalizagao no ttero e no inicio do periodo gestacional.

O gene WNT3A4 participa da diferenciagdo de osteoblastos (GO:0001649), que sdo
células responsaveis pela formagdo 6ssea, de modo que o processo de mineralizacido
depende da diferenciacdo e ativagao destas células (Beloti & Rosa, 2005). Além disso, o
gene WNT3A esta envolvido em outros processos bioldgicos diretamente ligados ao
desenvolvimento 6sseo € muscular como regulagdo positiva do desenvolvimento de
musculo esquelético (GO:0048643), diferenciacdo de células de musculo esquelético
(GO:0035914), desenvolvimento da mesoderme (GO:0007498) e desenvolvimento de
organismos multicelulares (GO:0007275).

Na regido gendmica que explicou 0,63% da variagdo para PT no cromossomo 10
(53,34-53,99 Mpb) foi identificado o gene EDNRB (endothelin receptor type B), que
atua na sinalizacao mediada por célcio (GO:0019722). Amorim et al. (2018) relataram a
presenca do gene EDNRB em regides gendmicas associadas ao peso corporal adulto e
ao escore de condicao corporal em ovinos da raca Santa Inés.

No cromossomo OARI11 também estdo localizados potenciais genes candidatos
para profundidade toracica. Os resultados indicaram a presenca do gene ATP2A3
(ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 3) e TRPVI (transient
receptor potential cation channel subfamily V member 1), na regido entre 23,59-24,22
Mpb, que explicou 2,72% da variagdo genética para PT, e o gene SRR (serine
racemase), na regido do cromossomo 11 (22,85-23,55 Mpb) que explicou 1,54% da
variancia. O gene ATP2A3 participa de importantes processos que envolvem a presenga

do ion célcio, como transporte de ion célcio pela transmembrana (GO:0070588). O gene
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TRPV1 (transient receptor potential cation channel subfamily V member 1) tem funcao
molecular de atividade no canal de calcio (GO:0005262) e atua nos processos
biolégicos de transporte de ion calcio (GO:0006816) e importacdo de ion calcio através
da mebrana plasmatica (GO:0098703). O gene SRR (serine racemase) tem funcdo
molecular de ligagdo do ion célcio (GO:0005509).

Na regido 28,83-29,27 Mpb do cromossomo 18 foi identificado o gene OTUD7A4
(OTU deubiquitinase 74), que desempenha fun¢do molecular de ligacdo do ion zinco
(GO:0008270). O zinco ¢ essencial para o crescimento corporal de humanos e animais,
pois ¢ um mineral necessario para o crescimento, desenvolvimento e manutengdo de
ossos saudaveis (Yamaguchi, 2007). Este autor relata que o zinco tem efeito estimulante
na formag¢do e mineralizagdo de osteoblastos, ao mesmo tempo em que atua na inibi¢ao
da absor¢do de osteoclastos, que sdo cé€lulas especializadas na absor¢do e remog¢do da
matriz mineralizada do tecido 0sseo. Assim, o zinco atua de maneira importante na
preservacdo de massa Ossea, que ¢ determinante para o maior ou menor
desenvolvimento corporal em vertebrados.

No cromossomo 22 (40,26-40,73 Mpb) foi identificado o gene FGFR?2 (fibroblast
growth factor receptor 2), que ¢ um componente celular da matriz extracelular que
contétm colageno (GO:0062023). O colageno desempenha importante papel na
capacidade do osso em absorver energia, de modo que parte da variacao da forga dssea
provavelmente este relacionada a diferencas na qualidade da matriz de coladgeno
(Viguet-Carrin et al., 2006).

Ha poucos relatos de QTLs para as caracteristicas relacionadas a conformacgao
corporal em ovinos. Para profundidade do peito, apenas o trabalho de Trukhachev et al.
(2016) ¢ mencionado na plataforma SheepQTLdb. Estes autores relataram um QTL no

cromossomo 9 (31,9-31,9 Mpb) relacionado a esta caracteristica. No presente estudo
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ndo foi encontrada regido gendmica no cromossomo 9 com associagao significativa para

profundidade toracica.

Altura da garupa
Para a caracteristica altura da garupa (AG), foram identificadas regides com
associa¢do gendmica nos cromossomos 1, 2, 3,4, 6,7, 8, 10, 14, 16, 17, 19, 20, 25 ¢ 26

(Figura 3 e Tabela 6).

AG

% Variancia explicada por 10 SNPs adjacentes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 15 16 18 20 22 24 26

Cromossomo

Figura 3. Manhattan plot para a propor¢ao de variancia genética explicada por janelas

de 10 SNPs adjacentes para altura da garupa (AG) em ovinos Santa Inés.

No cromossomo 1 foram identificados os genes PALMD (Palmdelpinh) e TBX15
(T box-15), que apresentam importantes fungdes ligadas ao metabolismo 0sseo em
mamiferos. O Gene PALMD atua no processo de modulacdo e configuracdo da forma
celular (GO:0008360). A forma ou estrutura das células Osseas ¢ essencial para

proporcionar vigor e¢ desenvolvimento saudavel do esqueleto (Viguet-Carrin et al.,
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2006). O gene TBX15 (T box-15) desempenha papel no controle de células precursoras
mesenquimais e condrocitos, além de participar no desenvolvimento do sistema
esquelético na fase embriondria e no desenvolvimento de varios componentes do
esqueleto (Singh et al., 2005). As células mesenquimais formam outros tipos de células
como condroblastos e osteoblastos, que sdo células cartilaginosas com fungdo de
sustentacdo, revestimento de superficies articulares, facilitagdo de movimentos e s3o
fundamentais para o crescimento de ossos longos (Mohamed, 2008). Wang et al. (2016)
encontraram o gene 7BX135 relacionado ao tamanho corporal em caprinos.

No cromossomo 3 (212,20-212,62 Mpb) foram identificados os genes CACNAIC
(calcium voltage-gated channel subunit alphal C) e CACNA2D4 (calcium voltage-
gated channel auxiliary subunit alphaldelta 4), que estdo diretamente envolvidos no
metabolismo 6sseo. O gene CACNAIC atua em importantes atividades do calcio como
transporte de ion calcio, complexo de canal de calcio dependente de voltagem
(GO:0005891), atividade do canal de calcio (GO:0005262) e ligacdo de calmodulina
(GO:0005516). A calmodulina atua juntamente com calcio na via de sinalizagao
calcio/calmodulina, que desempenha funcdo critica na formacao, atividade e apoptose
de osteoclastos (Seales et al., 2006). A calmodulina age como um sensor calcico de
ligacdo de calcio intracelular que pode ligar centenas de proteinas alvos e, assim, afetar
diferentes vias metabodlicas (Lee, 2018). O gene CACNA2D4 também constitui um
componente celular do complexo de canal de calcio dependente de voltagem, no qual
também desempenha funcao molecular (GO:0005245) e atua no transporte de ion calcio
pela transmembrana.

No cromossomo 4, foram identificados dois genes importantes ligados ao
metabolismo dsseo. O gene SFRP4 (secreted frizzled related protein 4), localizado em

regido gendmica associada a AG no cromossomo 4 (49,46-49,84 Mpb), esta envolvido
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no desenvolvimento de organismos multicelulares (GO:0007275), na morfogénese dos
0ssos (GO:0060349) e atua como regulador extracelular de Wnt na via de sinalizagdo
desta proteina (GO:0016055). Em estudo com camundongos, Mastaitis et al. (2015)
observaram que individuos com deficiéncia do gene SFRP4 apresentaram baixa
expressao de Wnt e sofreram alteragcdes no comprimento corporal, densidade mineral
Ossea, assim como no gasto de energia e consumo alimentar. A sinalizagdo de Wnt por
meio da via canonica (Wnt/B-catenina) € responsavel pelo aumento da massa 6ssea por
meio de diferentes mecanismos como a renovagdo de células-tronco, estimulo de
replicagdo de preosteoblastos, indugdo de osteoblastogénese e inibicdo de apoptose de
osteoblastos e osteocitos (Krishnan et al., 2006). Na regido 111,63-112,18 Mpb do
OARA4 foi identificado o gene RARRES? (retinoic acid receptor responder 2), que tem
funcdo de componente celular da matriz extracelular que contém coldgeno. O colageno
compreende aproximadamente 90% da matriz organica 0ssea e atua na mineralizacao
ossea (Mohamed, 2008).

No cromossomo 8 (69,51-69,96 Mpb) esta localizado o gene EPM2A (EPM2A
glucan phosphatase, laforin), que atua em diferentes fungdes ligadas ao
desenvolvimento corporal, como regulacdo do crescimento celular (GO:0001558),
transporte de ion calcio e via de sinalizagdo Wnt. Zhang et al. (2013) identificaram que
o SNP OARS8 16297646.1 esta relacionado ao desenvolvimento ponderal de ovinos e
esta localizado em regido gendmica proéxima ao homoélogo do gene EPM2A4 em bovinos.

Na regido do cromossomo 16 (6,39-6,77 Mpb) que explicou 0,53% da variagdo
para altura da garupa, foi identificado o gene MSX2 (msh homeobox 2), que desempenha
papel importante como regulador transcricional no desenvolvimento e formagao dos
0ssos (Mirzayans et al., 2012). Os fatores de transcricdo Msx2 e Bapx1 dao suporte no

envolvimento de células mesenquimais com a linhagem de osteoblastos mediada pelo
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fator Runx2, de modo que as proteinas Bapx1 ¢ Msx2 promovem a atua¢do de Runx2
em uma cascata de transcri¢ao que regula a diferenciacdo de osteoblastos (Javed et al.,
2010). Tribioli & Lufkin (1999) verificaram que camundongos deficientes em Msx2 e
Bapx1 apresentaram displasia severa do esqueleto ossificado e forte redugdo na
expressao de Runx2 em células mesenquimais progenitoras jovens.

Na plataforma SheepQTLdb, em relacdo a altura corporal, apenas no trabalho de
Kominakis et al. (2017) foi relatado QTL em cromossomo no qual foi encontrada regido
gendmica com associacdo significativa para altura da garupa. Estes autores relataram
um QTL na regido 63,7 Mpb do cromossomo 10. No presente estudo, a regido gendmica

associada com AG no cromossomo 10 esté localizada entre 11,48-11,99 Mpb.

Analise de enriquecimento

No enriquecimento de anotagdo funcional das regides significativas realizado pela
analise de ontologia génica utilizando a ferramenta DAVID v6.8, com base na espécie
Ovis aries, foram identificados termos de ontologia génica para todas as caracteristicas,
com exce¢do de RV (Tabela 7). O processo glicolitico (GO:0006096) foi enriquecido
com o conjunto génico relacionado a profundidade toracica. A glicdlise aerobica
desempenha um importante papel na fungdo e diferenciacdo de osteoblastos, por meio
do uso intermitente do hormodnio paratircoide ou de seu fragmento terminal-N
conhecido como teriparatida, que promovem de forma eficiente a formagao 6ssea (Esen
& Long, 2014).

Com uso do conjunto génico completo, apenas um processo biologico e um
componente celular significativos foram enriquecidos (P<0,01). Provavelmente esta
pequena quantidade de resultados na analise de enriquecimento ¢ devida a escassez de

estudos sobre genes relacionados ao tamanho corporal em ovinos. No entanto, o
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processo biologico regulagao de pH (GO:0006885), que foi enriquecido com uso do
conjunto génico completo ¢ interessante para a expressdo de todas as caracteristicas em
estudo, pois a manutencao de pH fisoldgico intracelular e extracelular ¢ crucial para o
funcionamento normal das células. De acordo com Yuan et al. (2016), uma alteragdo no
pH para um ambiente mais acido pode levar a, por exemplo, funcionamento anormal de
células, doencgas infecciosas e remodelamento dsseo. Arnett (2008) relatou que a
acidose pode ocorrer localmente no organismo como resultado de inflamacdes,
infecgdes, entre outros fatores que podem afetar a func¢do de células como osteoblastos e
comprometerem o desenvolvimento corporal.

Um total de 12 vias KEGG também foi enriquecido (P<0,05) com uso da
ferramenta DAVID (Tabela 8). Varios genes ndo caracterizados do tipo LOC foram
identificados na via transdugdo olfatoria (0as04740), que foi enriquecida com uso do
conjunto génico relacionado a PT e com o conjunto génico completo, em que
apareceram genes identificados em regides associadas a PT e a RV. Mais estudos devem
ser realizados para identificar uma possivel relacdo entre genes que influenciam a
atividade olfatoria e atividades ligadas a imunidade e desenvolvimento corporal. O
conjunto génico relacionado a PT também possibilitou o enriquecimento da via
glicolise/gliconeogénese (0as00010) e da via de sinalizagao de calcio (0as04020), que
estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento 6sseo e muscular e também foram
significativamente enriquecidas (P < 0,05) com uso do conjunto génico completo.

A identificacdo da via 0as04020 ressalta a influéncia que o calcio apresenta na
manuten¢do da imunidade e desenvolvimento corporal em ruminantes. Em animais de
diferentes espécies, a falta de minerais, principalemente célcio, tem sido amplamente
associada a sinais de immunodeficiéncia, assim como alteracdes na composi¢ao

corporal e esquelética tém sido associadas a infec¢des parasitarias (Fekete & Kellems,
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2007; Pathak, 2017). Do mesmo modo, a identificacdo de genes localizados nas regides
associadas a PT e AG na via 0as00010, mostra que genes ligados ao desenvolvimento
de diferentes partes do corpo atuam em comum nesta via que ¢ responsavel pelo
metabolismo da glicose, que ¢ um componente fundamental para a manutengdo da
homeostase de todas as células corporais. Em animais ruminantes adultos, a glicose ¢
inteiramente derivada da gliconeogenese (Underwood et al., 2015). Varney (2010)
relatou que genes associados ao metabolismo de glicose desempenham papel importante
na remodelacdo e metabolismo 6sseo. De acordo com esta autora, os osteoblastos
expressam receptores de insulina e favorecem o metabolismo da glicose por meio do

hormonio osteocalcina.

Conclusio

Vérias regides poligénicas associadas as caracteristicas em estudo foram
identificadas, o que sugere que a resisténcia a verminose € caracteristicas de tamanho e
conformagdo corporal apresentam heranga poligénica, controlada por muitas variantes
genéticas de pequeno efeito.

Os resultados mostraram diferentes regides gendmicas que abrigam genes com
efeito conhecido, porém varios genes ainda nao caracterizados (LOC) também foram
identificados, de modo que esta informag¢ao pode ser de grande importancia para a
utilizacao em futuros estudos gendmicos realizados em ovinos deslanados.

Os genes identificados nas regides gendmicas associadas as caracteristicas em
estudo possibilitaram a detec¢do de vias fungdes fisiologicas que serdo tuteis para o
melhor entendimento dos mecanismos responsaveis pela expressdo da resisténcia

parasitaria e desenvolvimento corporal em ovinos.
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Os genes candidatos encontrados poderdo auxliar na selecdo de animais mais

resistentes e com melhor desenvvimento corporal.
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OAR?® Posi¢io® Genes® %(02)®
260342282-260798427 ABCGI;TFF2; TMPRSS3; SLC37A41; TFF3; UBASH3A;TFF1; RSPHI;, UMODLI 1,54
FAMI159A4; ZYGI11B; LOCI105609512; SCP2; LOCI101116777; LOCI01116196;

26771379-27238860 LOCI01117028; TRNAC-GCA,; LOCI105609613; ZYG11A4; LOCI105609510; GPX7, 1,29

1 SHISAL2A;COA7
67980081-68612927 TGFBR3,; KIAA1107; BRDT; EPHX4; TRNAE-UUC; LOC101116368;, ClHlorf146 0,57
242404566-243039613 SLCYA9; DIPK2A4; LOC101105302; LOC105604089; CI1H3orf58 0,53

STAGI; PPP2R3A; MSL2; PCCB; SLC35G2; NCKI1; LOCI105604314; LOCI105604292;
250303323-251698259 LOCI105606056; LOCI101113038; TRNAC-GCA 0,51
5 54739561-55150465 TLEI 0,79
199949405-200474331 - 0,66
195324546-195847631 PLEKHAS5; LOCI01116645; LOCI101122345 2,91
221557300-221883025 - 1,42
3 114868182-115196935 SYT1,; LOCI105614696, LOC105612099 0,90
128476364-128823101 PLEKHG7 0,76
83983779-84384147 THUMPD2; TMEMI178A4; SLC8A1; LOC106991057 0,51
5 75253550-75643223 - 0,83
SLCI1246; KATNBLI; NUTM1; EMC4; LPCAT4; NOP10; LOCI101109974;
25091091-25485446 LOCI01121351; LOCI105615658; LOCI101121605; LOCI101121098; LOCI101110242; 0,87
7 LOCI01109710
EXOCS5; NAA30; SLC35F4,; C7HI40rf105; AP5SM1; CCDC198; LOC106991286,

66485386-66939336 LOC106991261 0,69
6919043-7224951 BCKDHB,; LOCI106991296;, LOC105615815; LOC105615816, TTK; 7,42
52596145-53177973 LOCI01117851;, LOC101116661; THEMIS; RIPPLY2; LOCI101116409; PTPRK 3,07
] 30374437-30715503 ORSLI; AIMI1; TRNAS-GGA; RTN4IP1; ATG5; CRYBGI 1,82
38853778-39267484 LOCI05611309;, LOC105611308 1,32
26438898-26881134 CDK19; AMDI; SLC22416; RPF2; DDO; GTF3C6, 0,59

LOC105609602

Continua na proéxima pagina
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9358595-9695019 TPBG: LOCI06991297 0,55
0572353604213 PLAGI; LOCI01116323; LOC101109282; IMPADI; CHCHD?7: SDR16C5; PENK: a0
LYN: RPS20
9 LOCI05611791: NSMCE2; ZNF572; LOC105616011; LOC103616009; KIAA0196;
27559488-28080297 LOC105611789; SOLE; LOC101105336; WASHCS: TRIBI 1,31
39605952-40012716 ASPH: LOCI01118452; LOC105616031; CLVSI 0.74
10 50243024-50770140 LOC101102249; LOC101123052; TRNAE-CUC: TBCID4 3.93
L, A7420042-47906646 TP73: PRDMI6: MEGF6; WRAP73: ARHGEF16; TPRGIL 0.93
67984857-63370294 LOCI06991472 0.84
KCNQ2; YTHDFI DIDOI; SLCO4A1; TCFL5; BHLHE23: ARFGAPI;
13 53400412-53953203 EEFI1A2; BIRC7: COL9A3: OGFR: SLC1749; CHRNA4; COL20A1: PPDPF: GIDS: 0,78
MRGBP: GMEB2; SRMS; STMN3: PTK6: FNDCI |
GSE1: LOC106991584: LOCI05616838; GINS2: IRFS; EMCS; CI4HI60rf74:
14 10964978-11587966 e o, 18,26
RNFI21: LRRC51; CLPB; PDE2A: INPPLI- NUMAI: TRNAG-CCC; ILI8BP; ANAPCIS;
49616815-50248407 PHOX2A; TOMT: LAMTORI; NUP9S; FOLRI; FOLR2: FOLR3: LOCI01118725; 5.98
15 LOCI01118216; LOCI01117960: LOCI01102838
NUCB2: PLEKHA7: PIK3C2A: RPSI13: ABCCS; NCR3LG1: LOCI05602227
34653703-35104956 (RISIS: aBce 0,69
17 7939394-8373918 LOC106991695; I0CM 0.93
19 41420399-41800692 FHIT 0,50
21 10213417-10723340 DLG2: LOCI05603985 0,52
22 22623730-22998339 CNNM2; LOC105604370; PCGF6: LOCI05604265; NT5C2; INA; AS3MT 1,10
23 3127924531731118 ZNF521 0.75

4Cromossomo ovino (OAR, Ovis aries)

bPosi¢do em pares de bases de acordo com o assembly do genoma ovino Oar_v4.0
“Genes identificados de acordo com o assembly Oar v4.0

dPorcentagem de varidncia genética explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes


http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000014778
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000014889
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000008376
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000008183
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000011503
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000002200
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000004298
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000004298
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000002541

Tabela 5. Resultados de associagcdo genomica para profundidade toracica (PT) em ovinos Santa Inés

126

OAR? Posicao® Genes® %(a2)®
89554322-89971194 MAGI3; LOC105609244; LOC101118649; LRIG? 6,00
176219079-176690213 CFAP44; USF3; SIDT1; ATP6V1A; LOC105616910; NAA30; BOC; SPICE] 546
7443 130188401678 MUCI3; SLC1248; OSBPLI1; LRCH3; RPL35A; HEG1; TRNAW-CCA; SNX4; 210
I LOC101117979; LMLN; LOCI01121396; LOC101121910; IOCG: UMPS; ITGBS; ZNFI48 >
207033552-207446282 LOC105603190; 125
46453301-47028595 NEGRI; LOC103609898 1,08
63851787-64183372 : 0,95
6027713-6572484 ASTN? 2,18
TRNAC-ACA; TRNAW-CCA; LOC103610629; LOC103610630; TNP1; LOCI05610631;
L, 217715126-218115665 D Lo 0,91
211394321-211897986 LOCI01107850; TRNAC-GCA 0,82
21973301-22518811 PLPPRI; MSANTD3-TMEFFI; MURC 0,76
114527227-114916125 SYTI 0,82
LOCI01103713; C3HI207f54; LOC101103970; LOC101104739; LOC101104986;
3 LOCI01105237; LOC101104481; LOC101105490; LOC101105739; ZNF641;
137557292-138070029 1 50101105997- LOC101106252; LOC105611712; LOC101106515; ASBS; PFKM; 0,59
LOC105611714; CCDC184; LOC101106764; LOC101123547
4 55432535-55788301 C4H70rf60; LOC101108567; LOC105610465; TMEMI68; BMT2 6,52
OBSCN: MRPL5S; WNT3A; ARF1; LOC106990652; IBA57; WNT94; GUKI; GJC2;
> 2386068-2838687 LOCI05615188; C5Hlorf35: LOCI01123118; TRIMI 13,92
o 16680511-17068471 RPL34: OSTC: ETNPPL 171
81557704-82749999 TRNAW-CCA 0,56
7 94097970-94573638 FLRT? 520
10 53337540-53988450 SLAINI; EDNRB 0,63
LOCI01120421; TRPV3; ITGAE; ZZEF1; LOCI01119653; TRPVI; P2RX5; TRNAG-CCC;
1 23502550.2422449 ATP243; LOCI01109107; ASPA; SHPK: P2RX1; LOCI105614242; SPATA22; CTNS. 27

NCBP3; LOCI101108065; LOC101120929; TAXIBP3; CAMKKI; LOCI101108324;
LOCI101120675; EMC6;, LOC101109629; GSG2; LOC101108585; LOC101109894;

Continua na proéxima pagina
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LOCI01120175; LOCI101119916; LOC101109373; HASPIN; LOC101102882
SMG6; METTL16;, LOC105616320; RAP1GAP2; SRR; LOC105611251; LOC106991415;

22847898-23546299 LOC105611254; TSR1; SGSM2; PAFAHIBI; LOC105611253; TRNAG-CCC; CLUH; 1,54
LOCI101106784; MNT; LOC101106536; LOC105611252; LOC101107296, LOC101107034

47321-497011 TMEM192; KLHL2; LOC101120696, LOC105602685; MSMO1; LOC105602686;, CPE 6,64

17 LOC105602775; SCLT1; JADEI; LOC101109485; C17H40rf33; LOC101109213;
28351570-28905683 LOC101108955 1,51
9832489-10227823 - 1,06
13 50779717-51325940 - 1,05
28829124-29271902 OTUD74 0,70
34023829-34454441 STXBP6 0,60
19 275467-893935 VOPP1; EGFR; DBNL; LOC106990554; LANCL2; PGAM?2 5,23
2 40264301-40726507 FGFR2; ATE1; LOC105604329 0,65
25926456-26438561 SORCS! 0,56

HKI1; TSPANI5; LOC105604969; LOC106991930; TACR2; NEUROGS3;

SUPV3LI; HKDC1; FAM241B 1,28

25 25349846-25759619

4Cromossomo ovino (OAR, Ovis aries)

Posigao em pares de bases de acordo com o assembly do genoma ovino Oar_v4.0
‘Genes identificados de acordo com o assembly Oar v4.0

dPorcentagem de variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes
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OAR? Posicao® Genes® %(a2)®

75886743-76388399 PALMD; AGL: FRRSI 5.43

1 95232859-95799358 TBX15: WARS2 3.53
211066888-211564085 NLGNI: LOC105603240 1.54

2 147899557-148306434 RBMS1: LOC105609411 0.94

CACNAIC: LOCI05614863: LOC105609997: CECRI: CECRS: LOCI06991091
3 212197931-212619441 IL17RA: ADIPOR2: CACNA2D4: LRTM2: DCPIB 0,54
21291914-21723057 LOC105615149 1147
LOCI05615003- COGS- SLC2644: PRKAR2B; GPR22: DUSAL; HBP1: LOCI06991127

48181752-48737779 LOC106991126: BCAP29: LOCI05611148 11,28
50517014-50910601 CTTNBP2: LOCI106991129: CFTR: ASZI 6.19
45729067-46320680 LOC105615000; KMT2E; SRPK2 4.61
49457649-49836791 NRCAM: PNPLAS; EPDRI- LOCI05613812; LOCI01106767: SFRP4: NMES 2.55
83383263-84041415 LOC105609673 1.29
109346025-109810763 CNTNAP? 1.02

4 12757541-13083649 PDK4- LOCI06991121 DYNCIII 0.95

TRNAC-GCA: ZNF212; ZNF777- ZNF746: ZNF282: KRBAI:- SSPO: ZNF467;
111627417-112181582  ATP6VOE2: ZNFS862: ZNF398: ZNF775: RARRES2: LRRC61: ZBED6CL: LOCI05610309; 0,85
LOCI06991145: : ZNF783: LOC106991 146; REPINI
46849389-47383115 ATXN7LI: LOC105609617: CDHR3: SYPLI: LOCI06991115: NAMPT 0.78
16245066-16604356 LOCI01121594- NXPHI: ICAl 0.74
CALDI: AGBL3: C4H7orf49; TMEMI40; WDR91: STRAS: CYREN: LOCI01122855:

98425638-98863198 LOCI01107957: LOCI05607520 0,73
97563745-97952298 EXOC4: LRGUK: SLC35B4; LOCI06991103 0.53
61118806-61787351 SEPT7: HERPUD2: LOC105610410; LOCI05610411- TBX20 0.51

6 31053605-31448835 LOC106991211: GRID2 1.05
7 16792175-17199461 LOC106991254 0.58
8 55053726-55412478 ARHGAPIS: LOC101119054: TMEM244. L3MBTL3 1.37

Continua na proxima pagina
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69505647-69964937 LOCI101102246; EPM2A; TRNAG-CCC; FBX030 1,10
ELFI1; SUGTI; LOCI105616126;, TRNAK-CUU; WBP4, KBTBD7; KBTBD6; NAA16,

10 11475768-11992263 MTRFI: RGCC 0,67
14 7188991-7853504 PKDIL2; LOC106990575; LOC105613298; CMIP; GAN; BCOI1; LOC105613903; PLCG2 3,68
16 16866467-17300038 IPO11; LRRC70; KIF2A; DIMT1I 2,74
6386626-6770335 MSX2; LOC101108079; FAMI1694; LOC105602467 0,53

17 22244926-22637494 - 0,68
28029527-28468074 LOCI01118817;, LOC105602775; SCLT1; Cl17H4orf33 0,54

19 9697532-10172636 STAC 0,53
20 38242009-38646527 KDMIB; NHLRCI1; TPMT; KIF134;, LOC105603843; NUP153; FAM8A1; DEK 1,31
20516642-20877851 CD2AP; ADGRF4;, ADGRF2; OPN5; PTCHD4 0,57

25 5498296-6088611 MAPI10; TRNAS-GGA; NTPCR; PCNXL2; PCNX2 1,38
22008400-22420140 CTNNA3 0,54

26 24543167-25017234 LOCI105605200; LOC105605199; LOC101114164;, DCTN6; LEPROTLI; SARAF; 1.35

LOCI105605202; MBOAT4

4Cromossomo ovino (OAR, Ovis aries)

PPosi¢do em pares de bases de acordo com o assembly do genoma ovino Oar_v4.0
‘Genes identificados de acordo com o assembly Oar v4.0

dPorcentagem de variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes
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Tabela 7. Analise de anotacdo de termos de ontologia génica (GO) enriquecida (P<0,01)
a partir do conjunto de genes identificados previamente e FDR (%).

Caracteristica Termo GO p-value Genes 'FDR
RV - - - -
G0O:0006096~ processo HKI1, HKDCI,
glicolitico (BP) 8,0E-3 PGAM? 10,00
LOCI101106784,
LOCI101107034,
PT LOCI101107296,
G0:0004984~ LOCI101119916,
Atividade de receptor 3,5E-3 LOCI101120929, 3,80
olfatorio (MF) LOCI101108324,
LOCI01123547,
LOCI101109629,
LOCI101120675
G0O:0006936~ STAC, TBX20,
AG contragao muscular (PB) 7,7E-3 CALDI 2,70
GO:0006885~ i
regulacao de pH (PB) 4,5E-3 SLC26A44, 6,80
Todas SLC949
GO:0097228~ NMES,
parte principal do i HK1,
esperma (CC) 3,3E-3 KIF24, 6,40
PFKM

'FDR: Taxa de Falsa descoberta (%); (BP): processo biologico; (MF): funcao
molecular; (CC): Componente celular.
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Tabela 8. Principais vias KEGG significativamente enriquecidas (P<0,05) a partir do conjunto de genes previamente identificado e FDR (%).

Caracteristica KEGG p-value Genes FDR
RV - - - -
LOCI101106515, LOC101106764, LOC105614242, LOC101106784,
LOCI101107034, LOC101107296, LOC101109894, LOC101119916,
02s04740: transducéio LOCI101120175, LOC101102882, LOC101120929, LOC101106536,
olfatoria 1,6E-7 LOCI101109373, LOC101108065, LOC101108324, LOC101103970, 1,8E-4
LOCI101104481, LOC101104739, LOC101105237, LOC101105739,
LOCI101123547, LOC101109629, LOC101119653, LOC101120421,
LOCI101120675, LOCI101108585
0as05230: Metabolismo
central de 1,6E-4 EGFR, FGFR2, HK1, HKDCI, PFKM, PGAM?2 0,17
cancer
0as04020:
PT Via de sinalizagdo de 1,6E-2 ATP2A43, EDNRB, EGFR,P2RX1,P2RX5,TACR?2 16,00
calcio
0as00010: Glicdlise /¢ ¢ » HK1, HKDCI, PFKM, PGAM2 16,00
Gliconeogénese
0as00052: Metabolismo 2,6E-2 HK1, HKDC1, PEKM 25,00
de galactose
0as00051: Metabolismo 2.8E-2 HK1, HKDCI, PFKM 26,00
de fructose e manose
0as00524: Biossintese
de butirpsjna 4,0E-2 HKI, HKDC1 36.00
€ neomicina ’
0as05412:
AG cardiomiopatia 3,0E-2 CACNA2D4, CACNAIC, CTNNA3 28,00

arritmogénica do
ventriculo direito

Continua na proxima pagina
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(ARVC)

0as05230: metabolsimo

central de carbono no 7,8E-3 EGFR, FGFR2, HK1, HKDCI1, PFKM, PGAM?2 9,10
cancer

LOCI101106515, LOC101106764, LOC105614242, LOC101106784,

LOCI101107034, LOC101107296, LOC101109894, LOC101119916,

LOCI101120175, LOC101102882, LOC101120929, LOC101106536,
0as04740:Transdug¢do R OE-3 LOCI101109373, LOC101108065, LOC101108324, LOC101121351, 9.30

todas olfatéria ’ LOCI101109710, LOC101109974, LOC101110242, LOC101121098, ’

LOCI101121605, LOC101103970, LOC101104481, LOC101104739,

LOCI101105237, LOC101105739, LOC101123547, LOC101109629,

LOCI101119653, LOC101120421, LOC101120675, LOCI101108585

0as04020: via de ATP2A43, CACNAIC, EDNRB, EGFR, PLCG2, P2RX1, P2RX5, SLC8A1,
e o 2,5E-2 27,00
sinalizagao de calcio TACR?2

0as00010: glicdlise/ 5 g » LOCI101105302, HK1, HKDC1, PFKM, PGAM? 38,00

gliconeogénese

'FDR: Taxa de Falsa descoberta (%)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As respostas favoraveis obtidas com a utilizagdo de dados genOmicos, em
comparagdo as analises com uso apenas de informagdo fenotipica e de pedigree, para
estimacdo de parametros genéticos e acuracia de valores genéticos, mostraram que a
selecdo para as caracteristicas em estudo serd realizada de maneira mais confidvel se
houver inclusdo de informac¢do gendmica nas andlises. No entanto, ha necessidade de
continuacdo deste estudo para a melhor avaliacdao da relacao genética entre a resisténcia
a verminose ¢ desenvolvimento corporal em ovinos Santa Inés, pois a quantidade de
informagdes utilizadas para a caracteristica indicadora de resisténcia a nematoides
gastrointestinais foi relativamente pequena em relacdo as demais caracteristicas
avaliadas. Além disso, a continuagdo do estudo ¢ importante para avaliar a tendéncia
genética do rebanho avaliado e verificar se esta havendo melhoria genética para estas
caracteristicas ao longo do tempo. Neste sentido, os resultados obtidos aqui poderdo
servir como base para iniciativas com o objetivo de auxiliar os ovinocultores na selecao
de animais geneticamente superiores para resisténcia a verminose € tamanho corporal.

A identificagdo de regides genomicas que abrigam genes com fungdes conhecidas
relacionadas a expressao das caracteristicas avaliadas ¢ importante para a validagdo dos
resultados encontrados neste estudo. Do mesmo modo, a identificacdo de varios genes
com fungdes ainda ndo descritas apresenta grande importancia, devido ao fato de que
caracteristicas de desenvolvimento corporal em ovinos ainda apresentam poucos relatos
na literatura e a caracteristica indicadora de resisténcia a verminose utilizada aqui ¢ uma
novidade. Assim, ¢ possivel que aqueles genes ainda ndo caracterizados que estdo
associados a estas caracteristicas sejam identificados em futuros estudos e possam
validar os resultados desta pesquisa. De qualquer modo, também ha necessidade de
continuacdo das analises de associagdo genOmica realizadas no presente estudo com
maior nimero de informagdes e com inclusdo de novas caracteristicas, para avaliar as
possiveis interagdes entre os genes identificados para os diferentes fendtipos e validagao
dos resultados ja apresentados aqui.

Para a aplicacao pratica dos resultados obtidos nestes estudo, assim como para a
continuagdo da pesquisa, ¢ importante que sejam estabelecidas parcerias com criadores
de ovinos da raga Santa Inés e com instituicdes que tenham interesse em providenciar
apoio financeiro, logistico e estrutural para as coletas e analises dos dados necessarios.
Além disso, ¢ importante a capacitagdo de mais pessoas para a coleta adequada dos

dados fenotipicos, analise e interpretacao dos resultados obtidos.



