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RESUMO

SOUSA, Shirliane de Araujo. Identificacdo de genes candidatos e processos bioldgicos
relacionados a caracteristicas de carcaca em Ovis aries por meio da genémica
comparativa e enriquecimento génico. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —

Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2020.

Informacdes sobre a arquitetura genética de caracteristicas de carcaca em ovinos ainda
sdo escassas na literatura. Para a identificacdo de marcadores moleculares e genes
associados com caracteristicas de carcaca, as analises de associacdo gendmica ampla
(GWAS) representam uma das principais metodologias. A partir de resultados de
GWAS, é possivel a realizacdo de analises de genébmica comparativa entre diferentes
espécies e a extrapolacdo de informagdes entre estas. Isto possibilita o melhor
entendimento da arquitetura genética de uma espécie de interesse e a identificacdo de
funcBes biologicas controladas por conjuntos de genes associados a expressdo de
diferentes caracteristicas de interesse econémico. Portanto, nesta pesquisa objetivou-se
identificar potenciais genes (ou regibes gendmicas) candidatos relacionados a
desenvolvimento muscular e deposi¢cdo de gordura, em regides especificas do genoma
da espécie Ovis aries, associadas a caracteristicas de carcaca nesta espécie, a partir da
compara¢do com genes ja descritos no genoma de espécies referéncia, além de
identificar termos de ontologia e vias metabdlicas que incluem os genes da espécie
ovina. Para identificagdo dos genes candidatos, foram delimitadas janelas no genoma da
espécie Ovis aries relacionadas as caracteristicas area de olho de lombo (AOL) e
espessura de gordura subcutanea (EGS). Posteriormente, foram realizadas anélises
comparativas entre as janelas e genes das espécies espécie Ovis aries com regides dos
genomas das espécies Capra hircus, Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Gallus
gallus e Homo sapiens. Para visualizar os genomas, verificar funcdo de genes, comparar
DNA e visualizar resultados, foram utilizados o navegador Ensembl, a base de dados
UniProt e ferramenta BLASTN, respectivamente. As analises de anotacdo funcional
foram realizadas considerando o p-valor < 0,05 para termos de ontologia génica (GO) e
vias KEGG, com uso da ferramenta DAVID. Foram idenditicados no genoma ovino, 26
genes candidatos imediatos relacionados a AOL e 12 para EGS. A metodologia de
investigacdo através da genémica comparativa possibilitou a identificacdo dos seguintes

genes candidatos e regides candidatas, respectivamente: ENSOARGO00000005535,



LOC101104530, ENSOARG00000005104, para AOL; CR2:127924874-127925647 e
CR2:127924874-127925647 para EGS. Importantes termos de ontologia e vias KEGG
relacionados a metabolismo proteico e metabolismo lipidico foram identifidos com
utilizacdo dos conjuntos génicos analisados. Essas informagfes poderdo dar suporte a
estudos gendémicos em ovinos, assim como, a identificacdo e selecdo de animais com
maior rendimento e melhor qualidade de carcaga.

Palavras-chave: Ovinocultura de corte; Longissimus dorsi; GWAS; BLAST.

ABSTRACT

SOUSA, Shirliane de Araujo. ldentification of candidate genes and enrichment
analyisis for carcass traits in the Ovis aries species. 2020. Thesis (Doctor of

Philosophy in Animal Science) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2020.

There is still a paucity of information on the genetic architecture of carcass traits in
sheep. For the identification of molecular markers and genes associated with carcass
traits, genome wide association (GWA) analyses are among the main methodologies.
From GWA results, it is possible to perform comparative genomic analyses between
different species in order to extrapolate information between them. This enables a better
understanding of the genetic architecture of a species of interest and the identification of
biological functions controlled by gene sets associated with the expression of different
traits of economic interest. Therefore, this research aimed to identify candidate genes
for carcass traits in sheep by comparing specific regions of Ovis aries DNA with
regions of genomes of Capra hircus, Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Gallus
gallus species and Homo sapiens, as well as identifying ontology terms and metabolic
pathways that include the genes of the sheep species. Information from 45,465 SNPs
and 388 samples was used for genome-wide association analyses, which enabled the
identification of windows from 10 adjacent SNPs that explained at least 1.00% of the
additive genetic variance for loin eye area (LEA) and subcutaneous fat thickness (SFT).
From the extrapolation of these windows, a comparative genomic study was performed
to identify genes or regions candidate to the characteristics under study. Nucleotide
sequences were subjected to the BLASTn tool. After filtering based on the e-value,
identity and RAG parameters, there were 2,164 significant alignments, which had their



biological functions analyzed and selected based on the characteristics associated with
muscularity and fat deposition. In total, after comparison with the sheep genome, seven
genes and two genomic regions were found with significant information, which may be
possible candidates for the characteristics analyzed. The use of comparative genomics
favored predictions about which genes and / or regions are candidates for carcass traits,
which may help in understanding the genetic architecture and contribute to the selection
of Santa Inés sheep, favoring the supply of higher quality meat.

Keywords: meat sheep; Longissimus dorsi; GWAS; BLAST.
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1 INTRODUCAO

A demanda por proteina de origem animal para a alimentacdo humana tenderd a
crescer com 0 aumento da populacdo previsto para os proximos anos (OECD/FAO,
2018). Nesse contexto, estratégias que possibilitem o aumento da eficiéncia produtiva
dos animais sdo decisivas e necessarias para reduzir os impactos ambientais causados
pela pecuaria, garantir a seguranca alimentar a populacdo, e para a manutengdo da
viabilidade financeira das atividades de producdo animal. Um investimento promissor
consiste em melhorar o potencial genético das principais espécies de interesse
zootécnico, que representam a maior fonte de proteina alimentar (LUDU; PLASTOW,
2013).

As trés espécies quantitativamente mais importantes para o fornecimento de
proteina (carne) para a alimentacdo humana sdo aves, suinos e bovinos, nesta ordem.
Estas espécies ja receberam investimentos maci¢cos em suas cadeias produtivas,
inclusive em melhoramento genético. A quarta categoria animal de maior importancia
comercial é representada pelos ovinos (FAO, 2019), que diferente daquelas citadas
anteriormente, recebeu relativamente poucos investimentos no setor produtivo e ainda
menos em relacdo a melhoria genética (MRODE et al., 2018).

Na maior parte dos paises, as avaliagces genéticas em ovinos ainda se baseiam,
prioritariamente, apenas em informacdes de fendtipo e pedigree, que sdo escassas na
maioria dos rebanhos (MRODE et al., 2018), principalmente com relacdo a
caracteristicas que indiquem com maior precisdo o rendimento de carcaga, com base na
deposicdo de musculo e gordura, caracteristicas estas de dificil mensuracdo. Esses
fatores sdo limitantes do progresso genético para estas caracteristicas (NAVAJAS,
2014).

Uma alternativa viavel para acelerar o progresso genético de ovinos para
caracteristicas de carcaca consiste na utilizacdo de informacGes oriundas de marcadores
moleculares, juntamente com fenoétipos de interesse (por exemplo, area de olho de
lombo e espessura de gordura subcutanea) (RUPP et al., 2016).

A utilizagdo de informacgdo de genoOtipos de animais com base em marcadores
densos de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), aliados a informacgdes de
fenotipos de interesse podem possibilitar a descoberta da estrutura genética de
caracteristicas complexas (SCHERER; CHRISTENSEN, 2016).



17

A selecdo genémica ampla (GWS) é uma estratégia para acelerar o progresso
genético dessas caracteristicas. Em complemento, a metodologia de estudos de
associacao genémica ampla (GWAS) é a mais recomendada para a identificacdo dos
efeitos de SNPs associados a caracteristicas de interesse zootécnico.

Para a realizacdo de analises de GWAS, o método single-step GWAS ou ssGWAS
(WANG et al.,, 2012) é um dos mais eficientes. Este método permite a estimacgao
simultanea de todos os efeitos de SNPs e possibilita a utilizacdo de informacdes de
todos os animais de uma determinada populacdo, independentemente de apresentarem
informacdo genotipica e/ou fenotipica (WANG et al., 2012).

Os desafios para a geracdo de conhecimentos uteis e aplicaveis a partir do
emprego de abordagens analiticas neste ambito, as quais invariavelmente geram
enormes quantidades de informagdo, ndo se assentam apenas nas etapas de
processamento e andlise de dados, mas principalmente naquelas que envolvem sua
interpretacdo. Nesse contexto, técnicas de mineracdo de dados, capazes de extrair
informagdes bioldgicas consistentes, sdo necessarias para interpretar o significado
biolégico de um dado experimento.

Sendo assim, pode-se dizer que um dos maiores desafios da biologia
computacional atual é o de prover métodos robustos que permitam inferir a
funcionalidade de uma longa lista de genes derivada de estudos de associa¢cdo gendmica
ampla (GWAS). Por isso, é necessario 0 investimento e a inclusdo de analises de
enriquecimento génico em dados gerados a partir de estudos de associacdo gendmica,
com o objetivo de possibilitar a melhor identificacdo dos processos bioldgicos e vias
metabolicas associados a caracteristicas de interesse zootécnico, como caracteristicas
indicadoras de rendimento de carcaca.

Em ovinos, ainda ha caréncia de informacGes sobre a arquitetura genética de
fendtipos de carcaca e os mecanismos fisiolégicos em que o0s genes ligados a estas
caracteristicas participam, e quando se considera caracteristicas de dificil mensuracao,

como a deposicao de musculo e gordura, os estudos ainda sdo mais escassos.
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Vaérias especies de vertebrados, como aves e mamiferos, apresentam mecanismos
genéticos e fisiologicos semelhantes relacionados ao desenvolvimento muscular e de
tecido adiposo (BOFFELLI; NOBREGA; RUBIN, 2004). Assim, o estudo comparativo
da arquitetura genética de caracteristicas indicadoras de desenvolvimento muscular e
deposicdo de gordura, simultaneamente, em diferentes espécies de vertebrados, pode
trazer maiores esclarecimentos sobre a biologia dessas caracteristicas com rela¢do ao
rendimento de carcaca em espécies produtoras de carne (SHAHJAHAN, 2015).

Portanto, a realizacdo de analises de genémica comparativa com o objetivo de
avaliar e comparar regifes genémicas envolvidas no metabolismo de musculos
esqueléticos e tecido adiposo, em diferentes espécies de mamiferos e aves, poderd
auxiliar na identificacdo de potenciais genes candidatos associados com rendimento e
qualidade de carcaca em ovinos, por meio da extrapolacdo de informacgdes entre as
espécies.

Neste trabalho, objetivou-se identificar potenciais genes (ou regides genémicas)
candidatos relacionados ao desenvolvimento muscular e deposi¢cdo de gordura, em
regides especificas do genoma da espécie Ovis aries, com base em regides associadas a
caracteristicas de carcaca nesta espécie, e a partir da comparacdo com genes ja descritos
no genoma de espécies referéncia. Além de identificar termos de ontologia e vias
metabdlicas que incluem os genes da espécie ovina.

Esta tese esta estruturada com base nas normas do Programa de P6s-Graduagéao
em Ciéncia Animal da UFPI estabelecidas na Resolucdo 001/03-CCMCA. A estrutura €
apresentada da seguinte forma:

- Introducéo e Revisdo de Literatura, em que sdo discutidos topicos gerais e
relevantes da pesquisa dentro da temética da producdo animal; a importancia de
investimentos em estudos no melhoramento genético para animais de producéo; e 0 uso
da gendbmica em estudos comparativos de sequencias bioldgicas.

- Capitulo I: Aplicacdo de gendbmica comparativa para a identificacdo de genes
relacionados a caracteristicas de carcaca na espécie Ovis aries. (Este capitulo foi

elaborado com base nas normas da revista Livestock Science ISSN 1871-1413).
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- Capitulo 11: Analise de enriquecimento génico para caracteristicas de carcaca
em ovinos. (Este capitulo foi elaborado com base nas normas da revista Livestock
Science ISSN 1871-1413).

Finalmente, sdo apresentadas as consideracfes finais, onde sdo discutidos 0s
principais resultados encontrados nesta pesquisa, a contribuicdo do estudo para avancos
no melhoramento genético animal, e as sugestdes e perspectivas da continuacdo desta

pesquisa em estudos futuros.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA GERAL DA PRODUCAO E CONSUMO DE CARNE OVINA

A espécie ovina (Ovis aries) € uma das principais utilizadas na pecuaria para a
producdo de carne, e isto se deve a alta adaptabilidade desses animais a diversas
condi¢des ambientais. Os ovinos estdo presentes em praticamente todas as regides do
planeta, inclusive, criados em condi¢des de manejo inviaveis, ou seja, em regides com
condic¢des ambientais (clima e relevo) inadequadas para a exploracdo pecuéria de outras
espécies (FAO, 2009; KNAPIK; ROPKA-MOLIK; PIESZKA, 2017).

A ovinocultura apresenta uma maior importancia em paises subdesenvolvidos
e/ou emergentes, em que 0s ovinos sdo criados em sua maioria para a subsisténcia de
familias de produtores rurais com baixo poder aquisitivo (FAO, 2009). Por outro lado,
alguns paises desenvolvidos como Nova Zelandia, Australia e Unido Europeia (UE)
também tém se destacado na producdo e exportacdo de carne ovina (FAO, 2019).

Em 2018, a producdo mundial de carnes foi estimada em 336,4 milhdes de
toneladas (t). As carnes de aves, suinos, bovinos e ovinos, nesta ordem, representaram
as categorias de carne mais consumidas mundialmente. Neste cenério, a producdo de
carne ovina foi estimada em 15,2 milhdes de toneladas, o que representou aumento de
0,6% em relacdo ao ano de 2017, principalmente devido a aumentos nos mercados
produtivos da China (0,8%) e Austrélia (4,2%) (FAO, 2019).

Os sete maiores produtores de carne ovina no mundo sdo China, Unido Europeia,
Australia, india, Paquistdo, Nova Zelandia e Turquia. A China é o maior produtor e
consumidor mundial de carne ovina, e tem se destacado também como maior

importador deste produto (348 mil t). Os nimeros de importacdo da China representam
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mais que o dobro do total importado pela UE (140 mil t), que apareceu como o segundo
maior importador em 2018 (FAO, 2019).

Em relacdo as exportagdes, dados da FAO (2019) apontam que, em 2018, a
Australia liderou o ranking mundial (493 mil t), seguida pela Nova Zelandia (409 mil t)
e UE (25 mil t). No continente americano, o Uruguai teve destaque no cenario mundial
da ovinocultura, representando o sexto maior exportador de carne ovina em 2018 (12
mil t). Embora o Brasil tenha apresentado a maior producdo de carne ovina da América
Latina, no periodo de 2015 a 2017, a exportacdo anual média de carne ovina brasileira
foi menor que mil toneladas. Neste mesmo periodo, o Brasil produziu em média 118 mil
t de carne ovina e importou em média 6 mil toneladas (OECD/FAOQ, 2018).

No Brasil, assim como nos demais paises da América Latina e alguns outros
paises em desenvolvimento, a producdo de ovinos ainda apresenta baixo nivel de
organizacdo da cadeia produtiva, com reflexos nos indices de produtividade, na
qualidade dos produtos, na falta de regularidade da oferta e, principalmente, na
informalidade da comercializagdo da produgdo (OECD/FAOQ, 2018; LOBO, 2019).

Em paises desenvolvidos como Australia e Nova Zelandia, grande parte do
destaque na producdo e comercializa¢do de carne ovina esta relacionado ao fato de que
estes paises apresentam cadeias produtivas bem estruturadas e avancaram bastante no
melhoramento genético de caracteristicas de producdo em ovinos (ROWE, 2010;
AUVRAY et al., 2014; SWAN et al., 2014; MORTIMER et al., 2017).

Esses fatores tém permitido que a producdo de carne ovina ocorra de forma mais
eficiente, ou seja, em maior quantidade, com utilizagdo de menos recursos naturais, em
menor espaco de tempo e com qualidade condizente com as exigéncias do mercado
consumidor.

Apesar dos diversos desafios enfrentados, a carne ovina, destaca-se pela sua
qualidade e sabor, entretanto, € necessario e importante o investimento em programas de
manejo e melhoramento genético nos rebanhos, tanto por parte dos ovinocultores, como
pelas instituices competentes, com o objetivo de alcancar uma melhor selecdo destes,

principalmente em paises emergentes, como o Brasil (LOBO, 2019).

2.2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS INDICADORAS DE RENDIMENTO DE
CARCACA EM OVINOS
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Para avaliacdo do potencial genético de animais produtores de carne, com base
em caracteristicas de carcaca (porcdo comestivel do animal, apds a retirada de visceras e
membros), normalmente € realizado o abate para a condugdo de testes de progénie.
Contudo, técnicas como ultrassonografia em tempo real (UTR) permitem a incluséo da
composicao de carcaca nos esquemas de selecdo com uso de medidas coletadas in vivo
em animais candidatos a selecdo (SUGUISAWA et al., 2009).

A érea de olho-de-lombo (AOL) e a espessura de gordura subcutanea (EGS),
medidas entre a 122 e 132 vértebras costais no musculo Longissimus dorsi (em bovinos,
caprinos e ovinos, por exemplo), representam duas das principais caracteristicas de
carcaca utilizadas para indicacdo do potencial genético do animal para musculosidade,
composi¢cdo da carcaca, rendimento de cortes carneos de alto valor comercial e
precocidade de acabamento da carcaca.

A AOL normalmente é mensurada em centimetros quadrados (cm?) e representa
literalmente a area da regido mostrada pelo aparelho de ultrassom ao ser realizado o
posicionamento da probe (transdutor) perpendicularmente ao comprimento do musculo
Longissimus dorsi. A medida de EGS, que normalmente é coletada em milimetros

(mm), representa a espessura de gordura entre a pele e 0 musculo, na mesma regido em

que é mensurada a AOL (Figura 1).

Figura 1 — Coleta das medidas de area de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura
subcutanea (EGS) com uso de ultrassonografia em ovinos da raca Santa Inés. Fonte:
Sena (2019).

Na literatura, ha varios estudos que mostram a existéncia de variabilidade genetica
suficiente para se obter progresso genético por meio da selecdo para AOL e EGS, em

diferentes espécies, como bovinos e ovinos de corte (SOUZA et al., 2016; SILVA et al.,
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2019). Portanto, o melhoramento genético destas caracteristicas é de grande importancia

para 0 aumento quantitativo e qualitativo producdo de carne ovina.

23 O USO DE INFORMACOES GENETICAS E GENOMICAS PARA O
AUMENTO DA PRODUCAO E QUALIDADE DE CARNE

O aumento constante no efetivo da populagdo humana tem sido acompanhado
pelo aumento na demanda por alimentos, ao mesmo tempo em que a disponibilidade de
areas agricultaveis se mantém constante e tenderd a diminuir com o passar dos anos
(SIMIANER, 2016).

Diante deste cenario, um grande desafio para o futuro seré a producéo de produtos
de origem animal e vegetal com a utilizacdo dos recursos naturais da maneira mais
eficiente possivel e, ao mesmo tempo, atender as exigéncias do mercado consumidor
para manter a viabilidade econdmica das atividades agropecuarias (ROTHSCHILD;
PLASTOW, 2014).

Neste sentido, a realizacdo de acGes direcionadas ao melhoramento genético das
espécies pecudrias sera fundamental, pois estas acdes tém o potencial para promoverem
mudangas nos genotipos existentes nos rebanhos, proporcionando ganhos cumulativos e
permanentes em diferentes caracteristicas (NAVAJAS, 2014).

Como a maioria das caracteristicas de interesse econémico exploradas
comercialmente na pecuéaria esta sob controle genético, hd a possibilidade de explorar
sua variabilidade genética dentro de uma mesma raca ou entre diferentes racas de uma
mesma espécie. Por conta disso, a utilizacdo de informacbes genéticas é fundamental
para a elaboracdo de esquemas de melhoramento genético animal e para o
desenvolvimento de uma exploracdo pecuéria visando a maior eficiéncia produtiva
(LOBO; LOBO, 2007; NAVAJAS, 2014; BERRY et al., 2017).

Um exemplo do potencial de melhoria da producdo de proteina animal com base
no uso de informagdes genéticas pode ser representado pelo aumento de
aproximadamente 90% nos ganhos em desempenho atingidos em varias décadas no
setor de avicultura de corte, devido a aplicacdo de estratégias de melhoramento genético
(HAVENSTEIN et al., 2003).

Outro exemplo cléssico, resultante de acGes de melhoramento genético diz
respeito a suinocultura, em que a conversdo alimentar diminuiu quase 50% entre 0s

anos de 1960 e 2005 (EGGEN, 2012). Em ovinos, a selecdo genética resultou em



23

aumento de 83% em kg de cordeiro produzido por ovelha e 28% (+4,1 kg) de aumento
no peso de carcaca, entre 1990 e 2012, na Nova Zelandia (BRITO et al., 2017).

De modo geral, ainda ha relativamente poucos resultados sobre melhoramento
genético para caracteristicas de carcaca e qualidade de carne, pois estas tém recebido
menor énfase em programas de melhoramento genético de espécies utilizadas para a
producdo de carne, em comparacdo a outros fenotipos (por exemplo, peso e tamanho
corporal). Isto se deve, em parte, as dificuldades e custos relativamente altos para a
mensuracdo precisa de fendtipos indicadores de composicdo de carcaca e qualidade de
carne (RUPP et al., 2016).

As limitagdes para mensuracdo adequada e o0s poucos estudos relacionados a
obtencdo de informacdo fenotipica sobre carcaca e qualidade de carne, ainda
representam as maiores restricbes para 0 melhoramento genético destas caracteristicas
(NAVAJAS, 2014).

A avaliacdo do mérito genético dos animais foi realizada durante varios anos
apenas com base em informacBes de fendtipo e pedigree. Contudo, a expressao
fenotipica das principais caracteristicas de interesse na pecuaria € resultante da acéo
conjunta de varios genes e efeitos de ambiente (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD,
2016; SARMENTO; SENA, 2017).

Apesar da contribuicdo dos métodos tradicionais de melhoramento genético para o
aumento da producdo de diferentes espécies, a eficiéncia destes métodos diminui
qguando se considera fenotipos de dificil mensuracdo, com baixa herdabilidade, ou que
ndo podem ser mensurados rapidamente, a baixo custo e de maneira correta em grande
ndmero de animais, como é o caso das medidas de carcaca (NAVAJAS, 2014).

As limitacBes para identificacdo de gendtipos superiores que permitam inferir
sobre a qualidade de carcaca, devido as dificuldades de coleta de fenotipo, podem ser
amenizadas ou superadas com a utilizagdo de mensuracGes realizadas por
ultrassonografia em animais vivos (por exemplo, area do masculo Longissimus dorsi ou
espessura de gordura subcutanea), e com o uso de informacdes oriundas de marcadores
moleculares. Estas ferramentas permitem maior acurdcia na avaliagdo do meérito
genético de animais para a selecdo (SIMIANER, 2016; MEIRA et al., 2019).

Além dos beneficios proporcionados pelo aumento da acurdcia, o
desenvolvimento de tecnologias que permitam o estudo amplo e analise funcional do
genoma de diferentes espécies também possibilita 0 maior entendimento de mecanismos

genéticos e fisiologicos relacionados a expressdo de caracteristicas de interesse
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econémico (NAVAIJAS, 2014). Estas informagdes podem ser aplicadas diretamente no
melhoramento genético com uso da selecdo assistida por marcadores (ROTHSCHILD;
PLASTOW, 2014).

2.4 PRINCIPAIS APLICACOES DA GENOMICA NA PRODUCAO ANIMAL

A genbmica é o campo da genética que estuda o genoma dos organismos para
compreender o conteudo, organizacdo, funcdo e evolucdo da informacdo genética
contida em genomas inteiros (PIERCE, 2016; ARMSTRONG et al., 2018). A genémica
pode ser estudada e compreendida em trés abordagens: genémica estrutural, que se
concentra no sequenciamento dos genomas inteiros e na catalogacdo, ou anotacdo das
sequéncias dentro de um determinado genoma; genémica evolutiva, que é a comparagdo
dos genomas dentro e entre espécies; e a gendmica funcional, que utiliza as sequéncias
gendmicas para compreender a fungdo génica em um organismo. Juntas, essas trés
abordagens contribuem para o entendimento do papel de cada gene contido em um
determinado genoma, visando um conhecimento amplo da estrutura e funcdo dos genes
(BOWMAN; SANDERS, 2014).

As informagdes contidas nas sequéncias gendémicas favorecem a compreensao de
como a variagdo genética influencia uma caracteristica de interesse, pois permitem
mapear esta caracteristica em local preciso no genoma (SCHMUTZ; GRIMWOOD,
2004). A analise do genoma de animais de producdo (por exemplo, aves, suinos,
bovinos e ovinos) proporciona a obtencdo de informacGes sobre a arquitetura genética
de caracteristicas poligénicas (como por exemplo: ganho de peso, balango energético,
qualidade de carne, rendimento de carcaca, fertilidade e resisténcia a doencas). Estas
informacBes possibilitam o melhor entendimento da base genética da variacdo
fenotipica entre e dentro de espécies e abrem novos rumos para a melhoria e evolucao
das caracteristicas de interesse econdmico na pecuaria (LANDER; WEINBERG, 2000;
HALL; FIEBIG; PREUSS, 2002; ANDERSSON; GEORGES, 2004).

Avancos ocorridos nas &reas da biologia molecular, estatistica e ciéncias da
computacdo (com a bioinformatica), alavancaram e otimizaram os estudos na area da
genémica (HAGEN, 2001; DEROME et al., 2018). Nesse contexto, a utilizacdo da
gendmica aplicada a producdo animal (genémica animal) passou por uma mudanca de
paradigma desde o advento do sequenciamento gendmico (MEUWISSEN; HAYES;
GODDARD, 2016).
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Nas ultimas décadas, diferentes ferramentas gendmicas tém sido utilizadas
amplamente para o estudo e caracterizacdo de diversidade genética e estrutura
populacional de diferentes espécies pecuérias (ROTHSCHILD; PLASTOW, 2014).
Além disso, a utilizacdo de informacdes genémicas tem contribuido para 0 manejo e
conservacdo de recursos genéticos animais, identificacdo de assinaturas de selecédo
artificial, estimacgéo de parentesco gendmico e coeficientes de endogamia, identificacdo
e rastreabilidade de produtos para autenticacdo e garantia de qualidade, e identificagdo
de mutacdes letais ou outras mutagoes de interesse especifico (BISCARINI et al., 2015).

Em termos econémicos, as principais aplicagdes da gendmica animal
compreendem os Estudos de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS) e Predigéo
Gendmica Ampla (WGP) ou Selecdo Gendmica (GS) (KADARMIDEEN, 2014). De
modo geral, a gendmica aplicada a producdo animal consiste basicamente em: encontrar
e caracterizar variagdes de sequéncia; em seguida, estabelecer associacbes entre
variantes causais e fendtipos de interesse econdmico; e entdo utilizar estas associagdes
para auxiliar no refinamento do melhoramento genético de caracteristicas de interesse

em programas de melhoramento genético animal (LUDU; PLASTOW, 2013).

2.4.1 Gendmica animal: um breve histérico

As primeiras pesquisas com utilizacdo de genética molecular tiveram inicio na
década de 1970. Desde entdo, as aplicacbes da genética molecular possibilitaram
melhorias no &mbito dos programas de melhoramento genético animal e vegetal, devido
a possibilidade do uso de marcadores de DNA para a identificacdo de genes ou regides
genbmicas que controlavam caracteristicas de interesse econémico (ANDERSSON,
2001; DEKKERS, 2012).

A primeira aplicacdo dos métodos de genética molecular consistiu na descoberta
da base genética e desenvolvimento de testes genéticos para defeitos em genes
individuais. Para caracteristicas quantitativas de interesse econémico, 0s avangos
proporcionados pela genética molecular possibilitaram a identificacdo de QTL (loci de
caracteristicas quantitativas) e o desenvolvimento de testes de DNA para auxiliar na
escolha de animais candidatos a selecdo precocemente, com base na combinagdo de

informacdes fenotipicas e dados de marcadores genéticos associados a QTLs. Isso
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passou a ser denominado de selecdo assistida por marcadores (SAM) (DEKKERS,
2012).

Para a execucdo da SAM, grande numero de estudos de genes candidatos e
mapeamento de QTL foram conduzidos, o que resultou na descoberta de varios QTLs,
associacfes de marcadores de DNA com fendtipos e mutacdes causais (DEKKERS,
2004; ROTHSCHILD; PLASTOW, 2014). De acordo com Dekkers (2012), a
implementacdo dessas informagGes em programas de melhoramento genético foi
limitada, por conta destes motivos: a maioria dos estudos de QTL foram conduzidos em
cruzamentos experimentais, ao invés de serem testados nas populacdes que seriam
utilizadas para o melhoramento genético; a maioria dos efeitos descobertos tendiam a
explicar apenas uma quantidade limitada de variacdo genética para cada caracteristica;
muitos QTL e associacdes ndo podiam ser replicados; a realizacdo de genotipagem de
candidatos a selecdo tinha custo muito alto.

Até meados dos anos 1990, a maioria dos QTLs foi detectada com uso de
marcadores microssatélites, que ndao apresentavam boa distribuicdo nos genomas das
principais espécies pecudrias e tinham baixa associacdo com o0s genes alvo
(SIMIANER, 2016). Portanto, devido a dificil detec¢do de genes que causavam variacao
significativa nas caracteristicas quantitativas, foram iniciados o0 re-mapeamento e
mapeamento fino dos QTLs mapeados inicialmente (GEORGES, 2007).

No inicio dos anos 2000, varios avangos ocorreram na area da genémica humana,
devido ao grande feito realizado em 2001, quando foi completado o primeiro esboco da
sequéncia do genoma humano (VENTER et al., 2001), que deu inicio a “revolugdo
genOmica” e também resultou em mudanga de paradigma na area da producao animal.
Em 2004 foi realizado o primeiro sequenciamento do genoma de uma espécie de
interesse pecudrio, no caso o frango, que foi seguido pelos sequenciamentos do genoma
bovino, ovino, suino, caprino, equino e outras espécies (ROTHSCHILD; PLASTOW,
2014).

A divulgacédo das sequéncias dos genomas das principais espéecies pecudrias levou
a disponibilizagdo de marcadores genéticos de alto rendimento variando de
aproximadamente 10.000 até um milhdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP).
Inicialmente, os dados genotipicos de SNPs de alta densidade eram principalmente
utilizados para a conducéo de estudos de associacdo gendémica ampla (GWAS), com a

combinacdo de variantes genéticas (com inclusdo ou ndo de informacdo de pedigree)
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com o fendtipo observado para gerar estimativas para milhares de marcadores
relacionados a cada fenétipo considerado (KADARMIDEEN, 2014).

As répidas melhorias em tecnologias de alto desempenho de genotipagem de
SNPs, arranjos de SNPs mais densos, juntamente com a reducdo de custos para
genotipagem e sequenciamento expandiram as possibilidades de utilizacdo de
informacdes gendmicas, inclusive para auxiliar na selecdo de animais de producédo
(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2016). Desde a introducéo da sele¢do genémica
em bovinos leiteiros a partir de um conceito tedrico de Meuwissen et al. (2001), a
revolucdo genémica promoveu mudancas na estrutura do melhoramento genético e,
assim, a selegdo genOmica ampla apresenta-se como a principal ferramenta para
conducdo do melhoramento genético animal atualmente (BAGNATO; ROSATI, 2012).

Todo o éxito que tem sido observado na area da gendmica se deve a avangos em
seus principais componentes, ou seja, biologia molecular, estatistica e ciéncia da
computacio (bioinformatica e matematica) (SUAREZ-DIAZ, 2010; NICOLAZZI et al.,
2015; SIMIANER, 2016). Entre esses componentes, a bioinformatica se destaca por
abranger ferramentas conceituais e praticas para a propagacdo, geracdo, processamento
e entendimento de ideias cientificas e informacdo bioldgica (FADIEL; ANIDI;
EICHENBAUM, 2005; GARCIA et al., 2012).

2.5 USO DA BIOINFORMATICA EM ESTUDOS GENOMICOS

O sequenciamento de genomas completos, dos mais diferentes organismos,
produz uma quantidade enorme de dados de sequéncias. Um dos maiores desafios da
genética moderna, com o advento das novas tecnologias de sequenciamento, é buscar
ferramentas para catalogar, armazenar, recuperar e gerenciar solugdes computacionais
para analisar o conjunto de dados gerados e que viabilizem a extragdo de informacoes
valiosas a respeito das sequéncias genbmicas dos organismos (COSTA, 2015;
FERRARI, 2018).

Neste contexto, as ferramentas da bioinformatica sdo necessarias, pois estas fazem
parte de um campo emergente composto por biologia molecular e ciéncia
computacional que se concentra no desenvolvimento de bancos de dados, algoritmos de
pesquisa em computador, programa de previsao génica e outras ferramentas analiticas
usadas para dar sentido aos dados de sequéncia de DNA, RNA e proteinas (PIERCE,
2016).
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A bioinformatica traz uma variedade de tarefas e processos que possuem o
objetivo de resolver e solucionar os principais questionamentos relacionados com a
gendmica animal, como por exemplo, alinhamento de sequéncias de DNA, procura por
genes (por associacdo e prévio conhecimento de outros genes), comparacdo de
genomas, predi¢do de estruturas de proteinas (secundarias, terciarias e quaternarias),
bem como outras questfes associadas, como a evolucdo (FOURMENT; GILLINGS,
2008; FERRARI, 2018).

Bancos de dados bioldgicos (BDB) foram criados para a coleta e analise de
sequéncias de DNA, proteina e outras informacdes adicionais. O crescente aumento e
acumulo de informacbes sobre espécies de interesse econémico depositadas nesses
bancos de dados, juntamente com o desenvolvimento de ferramentas de analise
adequadas, tém permitido a realizacdo de analises comparativas com dados de
organismos modelo, facilitando a descoberta de genes envolvidos em caracteristicas
fenotipicas economicamente importantes (SOARES et al. 2019).

Os bancos de dados podem ser divididos em trés categorias a partir do tipo e do
conteddo dos dados neles armazenados: bancos de dados primarios, que possuem as
informacBes das sequéncias originais (de nucleotideos ou proteinas), junto com
informagdes que descrevem a fonte da sequéncia e sua determinagédo; bancos de dados
secundarios, que armazenam os resultados de analises feitas a partir dos dados
primarios, como as informacdes sobre padrbes de sequéncia especificos, variacoes,
mutacdes e relacdes evolutivas; e bancos de dados adicionais ou especializados, que
atendem a um interesse particular da pesquisa, e que tém informagdes sobre a
diversidade na sequéncia, como e onde um genoma varia entre 0S organismos
individuais (ASHBURNER; GOODMAN, 1997; COHEN, 2004).

Portanto, € importante conhecer as principais bases e sub-bases de dados
biol6gicos, como sdo alimentadas e como estdo organizadas. O gerenciamento de dados
gendmicos baseia-se na existéncia do consércio International Nucleotide Sequence
Database Collaboration (INSDC). Este consorcio é constituido pelos bancos de dados
DNA Data Bank of Japan (DDBJ), Europen Nucleotide Archive (ENA) e GenBank,
gue operam independentemente, mas sincronizam seus dados. A partir dessa fonte
primaria de dados de sequéncia, muitos outros bancos de dados secundarios e terciarios
sdo construidos. Eles fornecem propdsitos muito mais especificos e alimentam os dados
para os principais bancos de dados. Os genes sdo vinculados usando identificadores
exclusivos (FARRELL, 2019) (Figura 1).
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Figura 2 - Esquema de organizacdo estruturacdo e gerenciamento dos principais bancos,

bases e sub-bases de dados bioldgicos. Fonte: Farrell (2019).

A maioria dos bancos de dados relacionados a sequéncias bioldgicas e suas

demais funcges possuem acesso gratuito, ou seja, sdo dados publicos, que através da

internet tornam-se facilmente pesquisaveis, proporcionando para cientistas e estudantes

o livre acesso a esse importante recurso. Alguns bancos de dados utilizados no presente

estudo estdo exemplificados na Tabela 1.
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Tabelal - Principais bancos de dados biologicos utilizados no presente estudo.

Nome Descricao URL

GenBank Informagao primaria da http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
sequéncia de DNA mantida pelo
U.S National Institutes of Health.

Ensembl Contém dados de genomas de http://www.ensembl.org
vertebrados associados com
pesquisas de gendmica
comparativa, evolugéo, variagao
de sequéncias e regulacao

transcricional.

UniProt Dados de sequéncias de proteinas e| http://www.ebi.ac.uk/uniprot/
outras informagdes sobre proteinas

de uma variedade de organismos.

No campo da gendmica, ap6s o sequenciamento de um genoma, € preciso
identificar e agregar informacdo a sequéncia, por meio da identificacdo dos genes
potenciais da sequéncia. Apds a identificacdo, cada gene tem que passar por uma
notacdo, ou seja, conectar as informacdes da sua sequéncia a outras informac6es sobre
sua funcdo e expressdo, a proteina que codifica e informac6es sobre genes semelhantes
em outras espécies (SANTOS; ORTEGA, 2003).

Devido a complexidade de achados sobre os genes em uma determinada
sequéncia, foram desenvolvidos programas com o objetivo de analisar regides ou
sequencias especificas no DNA que estejam associadas a alguns genes. O
desenvolvimento de todas essas aplicagdes envolve uma série de etapas experimentais e
de andlise de dados, exigindo infraestrutura e especialistas em diferentes areas como
biologia molecular, zootecnia, veterinaria, estatistica e ciéncia da computacdo
(GIACHETTO; HIGA, 2014).

As analises oriundas da bioinformatica usam diversas linguagens de programacao
distintas para solucionar e lidar com os problemas bioldgicos, de modo que a escolha de
uma linguagem pode ser determinada por trés fatores basicos: recursos disponiveis,
facilidade de uso e necessidade. De uma forma geral, as linguagens mais utilizadas séo

Perl, Python e R. Estas trés linguagens disponibilizam grandes acervos de ferramentas
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para trabalho com dados bioldgicos j& bem estabelecidas, como BioPerl
(www.bioperl.org), BioPython (www.biopython.org) e Bioconductor
(www.bioconductor.org), todos apoiados pela Open Bioinformatics Foundation
(www.openbio.org), que trabalha focada em apoiar programacgédo em codigo aberto na
area de bioinformatica (FOURMENT, 2008; FERRARI, 2018).

2.6 ESTUDOS DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA NA PECUARIA

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) consistem, basicamente, na
utilizacdo de painéis densos de SNPs para a investigacao de variacfes genéticas em uma
determinada populacdo que possa desempenhar alguma funcdo em um fendtipo de
interesse (GARCIA et al., 2012). A variante genética que causa uma determinada
caracteristica pode ndo ser testada em analises de GWAS, mas sua assinatura podera ser
evidente por meio da associacdo de SNPs que ocorrem dentro de um mesmo haplétipo
(conjunto especifico de alelos) ou cromossomo (SCHERER; CHRISTENSEN, 2016). A
pressuposicdo geral em GWAS € de que associacdes significativas acontecem devido a
presenca de desequilibrio de ligacéo (proximidade) entre um SNP e uma mutacédo causal
que afeta uma determinada caracteristica (HAYES; GODDARD, 2010).

A aplicacdo de GWAS foi inicialmente realizada na anélise de doengas humanas e
em seguida foi estendida a outras areas de estudo, como a genética e melhoramento de
animais domésticos, a partir da descoberta e disponibilizacdo de sequéncias gendmicas e
grande numero de SNPs para varias espécies domésticas (ZHANG et al., 2012).
Atualmente, ha varios tipos de chips de SNPs comerciais, com diferentes densidades,
disponiveis para as principais espécies de interesse zootécnico (por exemplo, bovinos,
ovinos, suinos, equinos e aves). Os painéis de SNPs utilizados para animais sdo
construidos com informacgdes oriundas de genotipagens usando plataformas de alto
rendimento das empresas Affymetrix e Illumina.

Ha vérios exemplos de estudos de GWAS bem-sucedidos em diferentes espécies
pecuarias, que ja permitiram a identificacdo de milhares de genes associados a
caracteristicas como qualidade e rendimento de carne, facilidade de parto, producéo de
leite, porcentagem de gordura e proteina no leite, fertilidade e producdo de ovos
(SHARMA et al., 2015). Devido as diferentes arquiteturas genéticas das diversas racas

existentes e a natureza poligénica das caracteristicas complexas, diferentes genes e
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regides ja foram encontrados em associacdo com uma caracteristica em comum em
diferentes racas de uma mesma espécie (NAHA et al., 2016).

Com o advento da GWAS e outras metodologias gendmicas, a quantidade de
genes descobertos que afetam caracteristicas complexas (por exemplo, producéo de leite
em bovinos) aumentou mais que 100 vezes nas Gltimas duas décadas. Isto tornou essas
caracteristicas ainda mais complexas do que se imaginava antes, pois se descobriu que
esses fenotipos sdo afetados por muitos genes com pequenos efeitos individuais
(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2016). Por conta deste e outros fatores, o
mapeamento de genes associados a caracteristicas complexas ainda é uma questdo
muito importante na genética animal (SCHMID; BENNEWITZ, 2017).

Os resultados oriundos de GWAS podem aumentar o conhecimento bioldgico
sobre a expressdo de diferentes caracteristicas, assim como o entendimento sobre a
arquitetura genética destas. Além disso, as funcdes de genes identificados com base em
dados de SNPs, por meio de anélises de GWAS, podem ser utilizadas para derivar e
validar hipdteses sobre expressdo fenotipica (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD et
al., 2016). Consequentemente, essas informacg6es contribuirdo para melhorar a selecdo
de animais em programas de melhoramento genético que utilizam informacéo

gendmica.

2.6.1 Aplicacédo de GWAS quando ha poucos animais genotipados

Normalmente, as metodologias utilizadas para analises de GWAS na pecuéaria
utilizam informacdes fenotipicas de animais genotipados e pseudofendtipos (projecdes
dos fenotipos de individuos aparentados com aqueles que foram genotipados) de
animais ndo genotipados (LEGARRA et al., 2014). Esses procedimentos sao realizados
em mdltiplas etapas (multistep) e estdo sujeitas a estimativas viesadas e perda de
acuracia, em casos em que a maior parte da informacdo fenotipica seja oriunda de
animais ndo genotipados (WANG et al., 2014), como é a situacdo na maior parte dos
rebanhos, principalmente em paises em desenvolvimento (MRODE et al., 2018).

Uma metodologia alternativa para analise de GWAS foi proposta por Wang et al.
(2012), com a finalidade de integrar todas as informacgdes genotipicas, fenotipicas e de
pedigree disponiveis (de animais genotipados ou ndo) em um procedimento de etapa
Unica, denominado de single-step GWAS para a estimacdo dos efeitos de SNPs. O

método ssGWAS possibilita a utilizacdo de qualquer modelo que utilize BLUP (melhor
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predicdo linear ndo viesada) para a estimacdo de valores genéticos (WANG et al.,
2014). Com a utilizagdo de sSGWAS, a associacdo gendmica é realizada por meio da
conversdo de valores gendmicos preditos (GEBVs) com uso do método single-step
GBLUP para efeitos de marcadores e ponderacoes (pesos) desses marcadores, 0s quais
sdo entdo utilizados em um processo iterativo para atualizar as solucbes (valores
genéticos e efeitos de SNPs) (WANG et al., 2012).

2.6.2 Utilizacéo de janelas de SNPs em GWAS

Normalmente, nas analises de GWAS (métodos multistep) h& a realizacdo do teste
de cada SNP de uma vez para verificar sua associagdo com uma caracteristica de
interesse (HAYES; GODDARD, 2009). Contudo, varios SNPs podem estar em
desequilibrio de ligacdo com um QTL, por estarem localizados ao redor deste no
cromossomo, de modo que cada SNP explica uma parte do efeito do QTL. De acordo
com Habier et al. (2011), a quantidade de QTL pode ser estimada de maneira mais
precisa por meio do calculo da variancia de valores genémicos (GEBVS) explicados
pelos efeitos de SNPs consecutivos (adjacentes) presentes em uma regido cromossémica
especifica (janela). De acordo com estes autores, a partir da movimentacao da janela ao
longo do cromossomo e da observagédo de picos maiores em relacdo a SNPs individuais,
a quantidade de QTL pode ser inferida de maneira mais eficiente, com uso de qualquer
metodologia aplicada a estimacdo de efeitos de SNPs.

Além disso, se forem utilizadas janelas méveis de SNPs (moving windows), ha
reducdo na possibilidade de sub ou superestimacdo das variancias das janelas de SNPs,
pois, ao considerar um numero fixo de SNPs, pode ndo haver concordancia com 0s
padrdes dos blocos de haplotipos (WANG et al., 2014). Na metodologia ssGWAS, €
preconizada a utilizacdo de janelas de SNPs adjacentes para a realizagdo da busca por
genes associados as caracteristicas em estudo (WANG et al., 2012, 2014).

Vaérios estudos de associacdo genémica ampla com utilizacdo da metodologia
sSGWAS ja foram conduzidos, por exemplo, em aves (FRAGOMENI et al., 2014;
WANG et al., 2014), bovinos (VALENTE et al., 2016; GUARINI et al., 2019; SILVA
et al., 2019), ovinos (BERTON et al., 2017; AMORIM et al., 2018; ROVADOSCKI et
al., 2018), suinos (SUWANNASING et al., 2018), peixes (GONZALEZ-PENA et al.,
2016; BARRIA et al., 2019) e dados simulados (ZHANG et al., 2016). Nestes estudos,

ja foram identificados varios genes candidatos a associados a peso corporal, rendimento
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de carcaca, qualidade de carne, prolificidade, resisténcia a doencas, temperamento e
presenga de chifre, por exemplo.

A escolha apropriada de genes candidatos (polimorfismos que podem influenciar
a variabilidade de caracteristicas produtivas), de acordo com suas supostas funcgdes
fisioldgicas, ainda € uma tarefa dificil (NAVAJAS et al., 2014), de modo que a técnica
do gene candidato pode n&o identificar novos genes e vias associadas a algumas
caracteristicas. Além disso, as regifes com QTL identificados sdo geralmente amplas,
de modo que se faz necessaria a realizacdo de mais mapeamento fino e a consisténcia de
resultados de mapeamento de QTL é limitada em populacGes diferentes daquela em que
0 estudo foi realizado (ROTHSCHILD et al., 2007).

A metodologia GWAS é uma das mais promissoras para superar essas limitacoes
(FAN et al., 2010). Para a deteccdo de genes candidatos para caracteristicas que nao
estdo sob intensa selecdo artificial por muitas geracdes, uma maneira interessante
consiste na utilizagdo de diferentes abordagens em um mesmo estudo, por exemplo,
GWAS e gendmica comparativa (IGOSHIN et al., 2019).

2.7 0 USO DA GENOMICA COMPARATIVA NA PECUARIA

Antes da disponibilizacdo das sequéncias completas dos genomas das diferentes
espécies, genes candidatos eram selecionados por analise comparativa entre espécies,
com limitacGes diretamente proporcionais a distancia filogenética entre as espécies
avaliadas. Com a disponibilizacdo de informagdo genémica, especialmente mapas de
SNPs, muitas destas limitagdes passaram a ser amenizadas.

A evolucdo das ferramentas de predicdo genética juntamente com avangos na
biologia genémica possibilitaram a elaboracdo de diversos projetos de sequenciamento
de genomas. Esses projetos fornecem informacdes detalhadas sobre o contetdo genético
e a organizagdo dos genes tanto em diferentes individuos da mesma espécie, como em
espécies diferentes. Com a utilizacdo desses dados, & possivel extrair informacdes
importantes sobre as relagdes evolutivas entre 0s organismos e quais os fatores que
influenciam a velocidade e a direcdo dessa evolugdo (MILLER, 2004; GIUFFRA,
TUGGLE; FAANG, 2019).

Na pecuéria, a associacdo de marcadores moleculares com caracteristicas de
interesse econdmico é o caminho para analisar as regifes proximas a esses marcadores e

identificar possiveis genes ou regides candidatos a expressao e controle da caracteristica



35

desejada. Entretanto, as vezes, essa investigacdo pode revelar pouca ou nenhuma
informacgdo sobre 0s genes proximos aos marcadores. Nesses casos, a analise de
sequéncias individuais do genoma fornece muita informacdo da estrutura do genoma,
mas pouca informacdo sobre a funcdo deste (UTSUNOMIYA et al., 2013).

A genbmica comparativa € o campo da genbmica que vem contribuir para
solucionar esse problema através da comparacdo das semelhancas e diferengas no
contetdo, funcdo do gene e a organizacdo entre os genomas de diferentes organismos,
permitindo a comparacdo entre materiais genéticos de diferentes espécies e a
extrapolacéo de informacdes entre estas (ARMSTRONG et al. 2018; PIERCE, 2016). A
gendmica comparativa se aplica a genomas inteiros ou regides de diferentes espécies,
subespécies diferentes ou estirpes diferentes da mesma espécie, e inclui tanto
desenvolvimento de ferramentas computacionais, quanto o uso das ferramentas para
analisar genomas para descobertas biologicas (WEI et al., 2002).

As andlises comparativas podem investigar, entre outros objetivos, a estrutura do
genoma, regides codificadoras, e regides sem codificagdo. A estrutura de diferentes
genomas pode ser comparada em trés niveis: estatisticas gerais de nucleotideos,
estrutura do genoma no nivel do DNA e estrutura do genoma ao nivel do gene. A
anélise comparativa das regides de codificagdo entre genomas diferentes normalmente
envolve a identificacdo de regides codificadoras de genes, comparacdo do contetdo
génico e comparacao do teor de proteinas.

Para fazer essas comparacbes no estudo gendmico e poder extrapolar
informacdes de um organismo para o outro, € importante, entre outros conceitos
evolutivos, entender as diferencas entre os termos homologia e similaridade. Homologia
implica ancestralidade comum de dois genes ou produtos génicos. Similaridade € o que
se pode medir a partir do alinhamento de sequéncias ou estruturas, e a similaridade pode
ser usada como evidéncia para homologia, mas ndo implica necessariamente homologia
(WEI et al., 2002).

O sequenciamento de genomas de animais domésticos e a utilizagdo dos
principios da genémica comparativa no contexto da pecuaria podem trazer novas
perspectivas para os programas de melhoramento genético animal. Esses fatores
envolvem estudos de genes ou regides de acdo bioldgica conhecida e que estdo
envolvidos com o desenvolvimento ou a fisiologia de uma caracteristica de interesse
econbmico. Esses estudos ajudardo a entender melhor sobre questdes de salde, bem-

estar, compreensdo sobre base genética de doencgas, melhoramento de caracteristicas de
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dificil mensuracdo, selecdo de animais superiores, entre outros beneficios (POOL;
WADDELL, 2002; GODDARD; HAYES, 2009; GOES; JUNIOR; SANTOS, 2012).

2.7.1 Alinhamento e comparacao de sequéncias biologicas

O alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparagdo de duas
sequéncias, de nucleotideos ou proteinas, de forma a se observar seu nivel de
similaridade. A comparacdo de sequéncias biologicas € amplamente utilizada para
determinar o grau de relagdo que pode ser estabelecido entre sequéncias, pois quando
comparamos uma sequéncia de DNA de um organismo com a sequéncia de outros que
possuem mais informacgdes ou fungdes conhecidas, € possivel estimar o nivel de
similaridade e inferir caracteristicas comuns entre eles (PROSDOCIMI et al., 2007).

Essa busca por similaridade de sequéncias € umas das atividades de mais
importancia da bioinformatica, e fornece a primeira evidéncia para a fun¢do de um novo
gene sequenciado ou pedacgo de sequéncia. Durante a comparacdo das sequéncias, para
identificar e agregar informacdo, o que realmente importa € conseguir alinhamentos
estatisticamente significativos conforme a identidade, niUmero que indica a quantidade
de nucleotideos alinhados; similaridade, que considera a propabilidade do alinhamento
ter ocorrido por acaso (e-value) e considera todos 0s outros possiveis alinhamentos; e a
homologia, que se refere ao fato de dois genes partilharem ou ndo uma historia
evolutiva comum.

O alinhamento de sequéncias biol6gicas pode ser utilizado para diferentes
objetivos, como por exemplo: identificacdo de genes e proteinas desconhecidas, na
comparagdo da ordem de genes em genomas de organismos proximamente relacionados
(sintenia), no mapeamento de sequéncias expressas dentro de um genoma para
identificacdo de genes, na montagem de genomas, e em diversas outras aplicacdes
(ARMSTRONG, 2018; GIUFFRA; TUGGLE; FAANG, 2019).

O algoritmo de alinhamento de sequéncias bioldgicas tem que levar em
consideracdo as possiveis mutacOes (insercdes, delecdes ou substituicdes) existentes
ao longo do genoma. O alinhamento de duas sequéncias bioldgicas € definido como um
pareamento entre os caracteres das sequéncias (correspondente de um nucleotideo ou
aminoacido), com a possivel insercdo de espacos (gap) entre os caracteres. Os
pareamentos de caracteres iguais sdo chamados de match, e entre caracteres diferentes
mismatch (GUSFIELD, 1997; ALURU, 2005).
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Cada alinhamento possui um valor de pontuacao (score) que indica o quanto o
alinhamento tem posig¢des similares/idénticas. Esse score € calculado por algoritmos que
computam o valor do pareamento de cada letra no alinhamento e depois somam esses
valores. O calculo de cada alinhamento é feito com base no tipo de sequéncia, proteina
ou DNA (MOUNT, 2004).

O alinhamento entre duas sequéncias pode ser feito de forma global ou local. O
alinhamento global é feito quando comparamos uma sequéncia de aminoécidos ou
nucleotideos com outra, ao longo de toda sua extensdo. O alinhamento local acontece
quando a comparacgdo entre duas sequéncias nao é feita ao longo de toda sua extenséo,

mas sim através de pequenas regides destas (Figura 2).

1 18 19
I + I
seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq2 GTGACTAAGACCTCTCATT

Alinhamento globy ‘Iinhumcmo local

seql GCTCATTCGACCTEACTAI seql 9 GACCT 13
seq2 GIEACTARGACCTCICAT seq2 9 GACCT 13
seql 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7

seql 2 CICATT 7
Il match mismatch seq2 12 CICATT 19

Figura 3 - Representacdo esquematica das duas formas de alinhamento: global e local.
Fonte: Prosdocimi et al. (2007).

Existem alguns algoritmos de comparacdo que sdo utilizados especialmente em
analises de biossequéncias armazenadas em bancos de dados. O programa mais usado
destes € o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Em sintese, para fazer uma
pesquisa com 0 BLAST, um pesquisador submete uma sequéncia (query) e o programa
pesquisa 0 banco de dados para qualquer sequéncia (subject) com regides de alta
semelhanca com a sequéncia em questdo. O programa retorna todas as sequéncias no
banco de dados que sdo semelhantes, junto com informacGes sobre o grau de
semelhanga e a importancia da combinagdo (qual probabilidade de que a semelhanca
ocorra por acaso sozinha) (ALTSCHUL et al., 1990, 1997; NCBI, 2008).
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No BLAST, as informacGes sobre sequéncias sdo armazenadas no formato de
apenas uma letra para cada nucleotideo (A, T, C, G) ou aminoécidos. As informaces
sobre as sequéncias inseridas pelo pesquisador (query), e as sequéncias disponiveis nos
bancos de dados (subject) sdo armazenadas no formato FASTA (PROSDOCIMI et al.,
2003).

Os resultados do BLAST apresentam em seu arquivo de saida 0s seguintes
parametros: o valor do escore (Score bits) e o valor E (e-value). O valor de escore
depende do tamanho do alinhamento, do nimero de match/mismatch/gap e da matriz de
comparacdo de sequéncias utilizada e € normalizado através de variaveis (ALTSCHUL
etal., 1990, 1997).

O BLAST apresenta diferentes subprogramas que devem ser utilizados de
acordo com o tipo de sequéncia de entrada e os bancos de dados que se deseja
pesquisar. Todas as combina¢des entre sequéncias de consulta de DNA ou proteina com

buscas contra bases de dados de DNA ou proteinas sdo possiveis (Tabela 2).

Tabela 2 - Descricdo dos programas BLASTSs disponiveis para cada tipo de comparacao

de sequéncias.

Programa | Nome da Tarefa | Descricéo

BLAST
adequado
Blastp BLASTP tradicional para comparar uma consulta
Blastp de proteina com um banco de dados de proteinas.
Blastp-short BLASTP otimizado para consultas com menos de
30 residuos.
Blastn BLASTN tradicional que exige uma
correspondéncia exata de 11.
Blastn-short Programa BLASTN otimizado para sequéncias
Blastn menores que 50 bases.

Megablast Megablast tradicional usado para encontrar
sequéncias muito semelhantes (por exemplo,
intraespécies ou espécies intimamente
relacionadas).

Dcmegablast Megablast descontinuo usado para encontrar
sequéncias mais distantes (por exemplo, interes-
pécies).

Fonte: Silva (2019).

Nesse contexto, para que os alinhamentos comparativos sejam confiaveis é
necessario entender qual o objetivo do trabalho a ser executado e qual tipo e tarefa do
BLAST ¢ a idelal para essa finalidade.
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2.8 ANALISE DE ANOTACAO FUNCIONAL

A avaliacdo de propriedades funcionais de conjuntos de genes & um
procedimento rotineiro para o entendimento de dados bioldgicos de alto desempenho e é
comumente utilizada tanto para verificar que os genes implicados em um experimento
biolégico sdo funcionalmente relevantes e para descobrir funcbes inesperadas
compartilhadas entre esses genes (GLASS; GIRVAN, 2014).

Analises de enriquecimento funcional possibilitam a identificacdo de
enriquecimentos funcionais entre genes afetados por variantes estruturais. Por conta
disso, estd metodologia tem fornecido significantes informacfes bioldgicas sobre a
relacdo entre genotipo e fendtipo em diferentes espécies (WEBBER, 2011).

Algumas das principais fontes de informacdo de anotacdo funcional sdo
baseadas em anotacOes da literatura, como Gene Ontology (Ashburner et al., 2000) e
Enciclopedia de Kyoto de Genes e Genomas (KEGG; KANEHISA et al., 2008).

2.8.1 Termos de ontologia génica (GO)

O projeto Gene Ontology (GO) representa a maior iniciativa em bioinformatica
com o objetivo de padronizar a representacdo do conhecimento bioldgico dos genes e
produtos génicos (por exemplo, proteinas e moléculas de RNA funcional). O projeto
prevé um vocabulério controlado de termos para descrever as caracteristicas dos
produtos génicos e seus dados de anotacdo através dos membros do Consércio GO
(http://geneontology.org/) e de ferramentas para acessar e processar esses dados. O
projeto GO incentiva contribui¢cdes da comunidade tanto no contetdo do GO quanto na
anotacéo utilizando GO, e isso garante que 0 GO seja completo e acurado.

O projeto GO consiste de trés dominios de conhecimento: funcdo molecular
(FM); processo biolégico (PB) e componente celular (CC). Componente celular é
definido como ‘um componente de uma célula, que € parte de um objeto maior’, como
uma organela ou maquina molecular feita de varios produtos génicos. Uma funcéo
molecular é definida como a capacidade potencial para conduzir uma atividade, como
catalise no nivel molecular que o produto génico possui. Processo biologico é definido
como ‘uma série de eventos atingidos por uma ou mais montagens de funcdes

moleculares ordenadas’. Uma diferenca béasica entre funcdo molecular e processo
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bioldgico é que a FM apresenta abrangéncia bioldgica ao nivel local, individual e
molecular, enquanto processo bioldgico abrange a biologia em niveis mais altos, desde
vias metabdlicas a fisiologia e até mesmo comportamento de organismos (THOMAS;
MI; LEWIS, 2007).

2.8.2. Enciclopedia de Kyoto de Genes e Genomas (KEGG)

KEGG representa uma base de dados para auxiliar no entendimento de functes
de alto nivel e utilidades de um deteminado sistema bioldgico, como a célula, o
organismo e o ecosistema, a partir do nivel de informacdo molecular, especialmente
bancos de dados moleculares de larga-escala gerados por sequenciamento gendmico e

outras tecnologias experimentais de alto rendimento (KANEHISA et al., 2008).

2.8.3. Principais metodologias estatisticas utilizadas

As estatisticas mais amplamente utilizadas para avaliar quais categorias
funcionais sdo enriquecidas em um conjunto de genes sdo baseadas na contagem de
genes e incluem o teste exato de Fisher, teste binomial e tese Chi-quadrado, por
exemplo. Todas estas estatisticas dependem da pressuposicdo basica de que todos 0s
genes tém igual probabilidade de serem selecionados sob a hip6tese de nulidade
(GLASS; GIRVAN, 2014).

Entre os testes mais utilizados, o teste exato de Fisher (TEF) é a estatistica mais
comum e utilizada por varias das ferramentas de enriquecimento funcional mais
populares. O TEF estima o enriquecimento génico por meio da avaliacdo da
sobreposicdo entre genes em um determinado conjunto de genes experimental com
genes anotatados para um termo GO. Genes presentes no conjunto génico experimental
sdo assumidos como tendo igual probabilidade de serem identificados. Pela construgéo
matematica, o0 TEF também assume que 0s genes anotados para um termo funcional sdo
igualmente provaveis de serem identificados; no entanto, devido ao fato de que alguns
genes sdao anotados para muitos termos funcionais, enquanto outros sdo anotados para
poucos, se segue que genes nao tém probabilidade igual de serem identificados no
contexto de analise funcional génica, inconsistente com o modelo de nulidade deo TEF.

Como a andlise de enriquecimento funcional frequentemente envolve a
comparagdo de um conjunto de genes a todos os termos GO, corre¢Ges de multiplas-

hipoteses sdo geralmente aplicadas aos resultados dos testes estatisticos. Estas correcdes
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diminuem o valor em que uma comparagdo entre um conjunto génico e um termo GO
deve ser considerada significante (KHATRI; DRAGHICI, 2005).

Algumas das principais corre¢fes de maltiplas hipdteses incluem as correcdes de
Bonferroni, Benjamini e a Taxa de Falsa Descoberta (FDR). Entre estas, a correcdo de
Bonferroni € a mais conservativa e ajusta o valor em que um teste é considerado
“‘significativo’” pelo numero de testes realizados (GLASS; GIRVAN, 2014). A FDR
ajusta o valor em que um teste € considerado ‘‘significativo’’ baseado no rank do nivel
predito de significancia (STOREY, 2002). Isto gera aproximadamente a mesma
correcdo que Bonferroni para os p-valores mais significativamente ranqueados, mas ndo
ajusta testes que sejam os menos significativos. E importante notar que, embora estas
corre¢des mudem o valor critico dos testes individuais, elas ndo afetam a ordem de
ranqueamento dos resultados (GLASS; GIRVAN, 2014).

2.8.4. Utilizacéo da ferramenta DAVID para anotacao funcional

A ferramenta de classificacdo funcional DAVID (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) utiliza um algoritmo de aglomeragdo para
condensar uma lista de genes ou termos bioldgicos associados em classes organizadas
de genes relacionados. Esta organizacdo é alcancada por meio da mineracdo de
complexas co-ocorréncias biologicas encontradas em multiplas fontes de anotagdo
funcional. Assim, a ferremaneta DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) apresenta
um poderoso método para agrupar genes funcionalmente relacionados e termos em um
namero de modulos bioldgicos facil de manusear para a interpretacdo eficiente de listas
de genes (HUANG et al., 2007).

As informagdes aglomeradas pelo DAVID se referem a milhfes de
identificadores de gene/proteina oriundos a partir de uma variedade de recursos
genémicos publicos agrupados dentro dos grupos do DAVID. O agrupamento desses
identificadores melhora a capacidade de realizacdo de referéncia cruzada,
particularmente entre os sistemas NCBI e UniProt, possibilitando a integragdo ampla de
mais de 40 fontes de anotacdo funcional disponiveis publicamente e a centralizacédo
pelos agrupamentos de genes (clusters) do DAVID. Os arquivos em formato simples de
texto que compdem o DAVID sao livres para baixar para varios tipos de anélises de

dados. Além disso, uma interface bem organizada de rede permite aos usuarios gerarem
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diferentes tipos de anotagdes heterogéneas com alta eficiéncia (SHERMAN et al.,
2007).
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RESUMO

Caracteristicas economicamente importantes da carne, como por exemplo, o rendimento
de carcaca, sdo complexas e raramente incluidas como critério de selecdo em ovinos de
corte. A identificacdo de genes e o conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvidos no crescimento muscular e metabolismo lipidico, podem auxiliar na selecéo
de animais com valor genético elevado para caracteristicas como a area de olho-de-
lombo (AOL) e espessura da gordura subcuténea (EGS). Contribuindo assim, para a
melhoria da producdo e qualidade da carne ovina brasileira. Este trabalho teve por
objetivo identificar potenciais genes (ou regides gendmicas) candidatos relacionados a
desenvolvimento muscular e deposi¢cdo de gordura, em regides especificas do genoma
da espécie Ovis aries, com base em regides associadas a caracteristicas de carcaca nesta
espécie e a partir da comparagcdo com genes ja descritos nos genomas das espécies
Capra hircus, Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Homo sapiens e Gallus gallus.

Para identificacdo dos genes candidatos, foram delimitadas janelas do genoma da
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espéecie Ovis aries associadas as caracteristicas AOL e EGS. Posteriormente, foram
realizadas andlises comparativas de DNA entre as janelas e genes das espécies
supracitadas. Para visualizar os genomas, verificar fungdo de genes, comparar DNA e
visualizar resultados, foram utilizados o navegador Ensembl, UniProt e tarefa BLASTn
da ferramenta BLAST, respectivamente. Os alinhamentos gerados pelo BLASTnN
passaram por filtros de identidade, RAG (Razéo entre o tamanho do Alinhamento e
tamanho do Gene) e e-value, onde foram identificados 1.097 alinhamentos
significativos para AOL e 1.067 para EGS, apo0s a filtragem. Foram identificados no
genoma ovino, 26 genes candidatos imediatos relacionados a AOL e 12 para EGS. A
metodologia de investigacdo através da gendmica comparativa possibilitou a
identificacdo  dos  seguintes  genes  candidatos: ENSOARGO00000005535,
LOC101104530 e ENSOARG00000005104, para AOL; e CR2: 127924965-127925647
e CR2:127924874-127925647 para EGS. Essas informacbes poderdo dar suporte a
estudos gendbmicos em ovinos, assim como, a identificacdo e selecdo de animais com

maior rendimento e melhor qualidade de carcaca.

Palavras-chave: Deposicdo de gordura, Musculosidade, SNP, Melhoramento genético.

Application of comparative genomics for identification of genes related to carcass

traits in the species Ovis aries

ABSTRACT

Economically important characteristics of meat, such as carcass yield, are complex and
rarely included in the selection criteria. Identification of genes and the knowledge on the
molecular mechanisms involved in muscle growth and lipid metabolism may assist in
the selection of animals with higher breeding value for traits such as loin eye area
(LEA) and subcutaneous fat thickness (SFT), thus contributing for the improvement of
Brazilian sheep meat. This study aimed to identify potential candidate genes (or
genomic regions) related to muscle development and fat deposition in specific regions
of the Ovis aries genome, based on regions associated with carcass traits in this species
and from comparison with genes already described in the genomes of the Capra hircus,
Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Homo sapiens and Gallus gallus species. To
identify candidate genes, windows of the Ovis aries genome associated with LEA and
SFT traits were delimited. Subsequently, comparative DNA analyses were performed
between the windows and genes of the species mentioned above. In order to visualize
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genomes, verify gene function, compare DNA and visualize results, we used the
browser Ensembl, UniProt and BLASTN task, respectively. The alignments generated
by BLASTn passed through identity filters, RAG (Alignment Size to Gene Size Ratio)
and e-value, where 1097 significant alignments for LEA and 1067 for EGS were
identified after filtering. In the sheep genome, 26 immediate candidate genes related to
LEA and 12 to SFT were identified. The research methodology through comparative
genomics allowed the identification of the following candidate genes:
ENSOARG00000005535, LOC101104530 and ENSOARG00000005104, for LEA; and
CR2:127924874-127925647 and CR2:127924874-127925647 for SFT. This
information may support genomic studies in sheep, as well as the identification and
selection of animals with higher yield and better carcass quality.

Keywords: Fat deposition, Muscularity, SNP, Genetic improvement.

1 Introducéo

A identificacdo de genes e o conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos
no crescimento muscular e metabolismo lipidico podem auxiliar na selecdo de animais com
valor genético elevado para caracteristicas como a area de olho de lombo (AOL) e
espessura da gordura subcuténea (EGS), contribuindo assim, para a melhoria da carne ovina
brasileira (Ouali et al., 2013; Picar et al., 2015).

Ainda sdo poucos os estudos na literatura sobre utilizacdo de informacao
genémica em ovinos Santa Inés (Biagiotti, 2016; Berton et al., 2017; Rego Neto, 2017;
Amorim et al., 2018; Alvarenga et al., 2018; Meira et al., 2019; Rovadoscki et al., 2018;
Santos, 2018; Sena, 2019), ou sobre os potenciais genes candidatos associados a
caracteristicas de dificil mensuragdo (Dekkers, 2004; Biagiotti, 2016; Silva, 2019).

O maior conhecimento sobre a arquitetura genética, juntamente com a andlise do
genoma de espécies de producdo mais estudadas sdo importantes para melhorar as
praticas de selecdo; além de perimitirem maior compreensdao da base genética de
doengas em outros animais e humanos, através da comparagdo de genomas
filogeneticamente relacionados.

O conhecimento sobre quais sdo 0s genes ou regides do genoma dessas espécies
responsaveis pela manifestacdo de determinada caracteristica possibilita inferir as vias
metabolicas evolutivamente conservadas dessas espécies (Pool; Waddell, 2002; O'brien
etal., 2001).
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Até agora, os programas de melhoramento produziram resultados satisfatorios,
mas dados suplementares sobre a base molecular e informaces gendmicas de uma
determinada caracteristica produtiva animal podem acelerar o progresso dos sistemas de
producdo em pouco tempo e aumentar a relacdo custo-beneficio. No entanto, a escolha
apropriada de genes candidatos (cujos polimorfismos podem influenciar a variabilidade
das caracteristicas produtivas) ndo é uma tarefa facil (Knapik et al., 2017).

Com base nessa problematica, este trabalho teve por objetivo identificar
potenciais genes (ou regides genémicas) relacionados ao desenvolvimento muscular e
deposicdo de gordura, em regides especificas do genoma da espécie Ovis aries; com
base em regiGes associadas a caracteristicas de carcaca nesta espécie e a partir da
comparacao filogenética com genes ja descritos nos genomas das espécies Capra

hircus, Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Homo sapiens e Gallus gallus.

2. Material e métodos

Os dados utilizados nesta pesquisa sdo oriundos do projeto intitulado “Estudo
genémico aplicado ao melhoramento genético de ovinos Santa Inés para caracteristicas
de carcaga” (numero 340/17), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) 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 Vicosa.

2.1 Base de dados utilizada nos estudos genémicos

Os dados referentes ao genoma da espécie Ovis aries foram baseados em
resultados de um estudo de associacdo genémica ampla para caracteristicas de carcaga
em ovinos da raca Santa Inés realizado por Sena (2019). As analises de genémica
comparativa realizadas tiveram como base a metodologia proposta por Silva (2019).

No estudo de Sena (2019), para as analises dos dados genémicos, apds o controle
de qualidade, foram utilizadas informacdes de 45.465 SNPs e 388 animais genotipados
com o painel OvineSNP50 BeadChip (lllumina Inc.). A metodologia de associagédo
gendmica ampla em passo Unico (sSGWAS) foi utilizada para estimar os efeitos de
marcadores genéticos do tipo polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e sua

associagao com as caracteristicas AOL e EGS. Como resultado, foram identificadas, no
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genoma ovino, regides cromossémicas (janelas) com 10 SNPs adjacentes, que

explicaram pelo menos 1,00% da variancia genética aditiva para AOL e EGS.

2.2 Delimitacdo das janelas para a busca de genes candidatos no genoma ovino e

para os estudos de genémica comparativa

Para delimitar as janelas utilizadas dentro do genoma da espécie Ovis aries,
foram calculadas as distancias entre os SNPs adjacentes de cada janela encontrada
por Sena (2019), com base nas posicdes de cada SNP presente no arquivo de mapa
referente ao painel OvineSNP50 (lllumina, Inc.), de acordo com o assembly do
genoma ovino Oar_ v4.0. O parametro utilizado para aumentar, de ambos os lados, o
tamanho das janelas utilizadas neste estudo foi a maior distancia entre um par de SNPs
adjacentes localizados dentro da regido compreendida entre as posicdes extremas de
cada janela de 10 SNPs relatada no trabalho de Sena (2019) (Figura 1).

Delimitag&o da janela no genoma da espécie Ovis aries

Maior distincia entre dois SNPs
adjacentes na janela = n pb (arquivo de mapa OvineSNP50, Oarv4.0)

Cromos - 1 : -= |
5"‘32’1??'“{ N I O W | Iswe

X= Jar;c_lt; cxtraida<dc gcna (201-9) ——
| n pb: ndimero
| de pares de base

Ponto de partida:
janela de Sena (2019)

[ J

[———

npb T npb

Regido aumentada utilizada neste estudo

Figura 1 - Esquema que representa o processo utilizado para a delimitacdo das regides
(janelas) utilizadas para a busca de genes candidatos no genoma da espécie Ovis aries.

As regides do genoma ovino utilizadas neste estudo encontram-se descritas na

Tabela 1. Depois de delimitadas, cada regido cromossomica foi visualizada no
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navegador Ensembl (https://www.ensembl.org), com o objetivo de identificar quais sdo
0s genes candidatos j& descritos e suas respectivas fungdes. Dentro de cada uma das
regides, buscou-se pelos genes codificantes de proteina, para identificar quais destes
apresentam funcdes ja descritas diretamente relacionadas a processos bioldgicos ligados
a musculosidade e acimulo de gordura subcutanea. Além disso, foi verificado se existe
algum relato na literatura sobre 0s mesmos nessas regifes cromossémicas na espécie

ovina, ou em outras espécies de vertebrados.

Tabela 1 - Regides genémicas utilizadas para a procura por genes ou regides candidatos
a caracteristicas de carcaga em ovinos.

Caracteristica

AOL (Area de Olho de lombo) EGS (Espessura de gordura subcutanea)

Cromossomo: posicdo (pb)* Cromossomo: posicdo (pb)*

1:103513097-104228295
1:241330234-242537387
2:247415536-247936196
4:115937256-116408375

1:81071714-81913400
2:54188468-54975580
2:207470995-207913851
2:127905770-128537558

4:70322552-71006621
5:55257004-57402988
5:60444582-60966400
6:74322130-75061836
8:29781886-30245621
8:45108450-45799352
10:83092524-83510714
12:58323817-59108163
12:68852845-69254120
16:11355666-11850443
18:66190630-67431067
20:31270334-32157186
23:8958179-9713908
25:32190924-32585617

2:58322410-58860936
3:91300485-92021366

3:194994394-195730636

3:86150634-86987189
4:70720747-71174597
7:74774686-75252821
7:62601685-63816116
8:37820681-38326185
8:65187512-65848344
9:69199916-69711938
9:20187247-20652773
12:15959693-16781302
16:58656507-59047454
17:42338340-43046467
23:30722503-31397888
25:25163290-25811070
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*Regibes aumentadas com base nas regides identificadas por Sena (2019); Pb: pares de bases;
AOL: Area de olho de lombo; EGS: Espessura de gordura subcutanea.

Aqueles genes que apresentaram fungdes descritas ou diretamente relacionadas
com processos bioldgicos associados ao desenvolvimento muscular e deposicdo de
gordura foram anotados e selecionados.

A funcéo de cada gene do genoma ovino foi analisada na ferramenta Biomart, do
Ensembl (https://www.ensembl.org/biomart/martview/), que disponibiliza termos de
ontologia génica (GO terms) oriundos da base de dados Uniprot
(https://www.uniprot.org/).

2.3 Gendmica comparativa para a identificacdo de genes candidatos a
caracteriticas de carcaca

A partir da analise prévia das regides gendmicas do ovino, foi realizado um
estudo de gendmica comparativa para verificar se algum dos genes que ndo foram
propostos como potenciais candidatos, por ndo possuirem descricao de suas fungdes, ou
por possuirem fungdes descritas relacionadas a uma proteina descaracterizada, poderiam
ser considerados como potenciais genes candidatos. Este procedimento também foi
utilizado para confirmar a funcéo de cada gene com base na extrapolacéo de informacéo
oriunda de outras espécies relacionadas via genémica comparativa.

Esta etapa consistiu em comparar as janelas do genoma ovino relacionadas a
AOL e EGS de Ovis aries com 0s genes descritos nas seguintes espécies: Capra hircus,
Bos taurus, Sus scrofa, Mus musculus, Gallus gallus e Homo sapiens. Estas foram
denominadas neste estudo como “espécies referéncia”. Para a comparacdo das
sequéncias de nucleotideos, foi utilizada a ferramenta BLAST, com a tarefa BLASTn,
que é especifica para este tipo de andlise e exige uma correspondéncia exata de 11
nucleotideos para iniciar o alinhamento.

Os arquivos utilizados para as comparagdes estavam no formato FASTA, que é
compativel com a entrada da ferramenta BLAST. No navegador gendmico do Ensembl
(https://wvww.ensembl.org/Multi/Tools/Blast) ~ foram baixados as  sequéncias
correspondentes a cada janela, e de cada conjunto génico das espécies referéncia a serem
comparadas. Os arquivos foram submetidos a tarefa BLASTn, no qual o algoritmo realizou
o alinhamento de duas sequéncias de DNA por vez. Entdo, o algoritmo realizou a busca
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nas janelas do genoma ovino por regides que tivessem similaridade com os genes das

espécies referéncia.

2.3.1. Filtragem dos alinhamentos gerados pelo BLASTn

Os resultados dos alinhamentos gerados no BLASTn foram submetidos a trés
tipos de filtros (e-value, identidade e RAG - Razéo entre o tamanho do Alinhamento e
tamanho do Gene.), com a finalidade de utilizar nas analises seguintes os alinhamentos
mais significativos.

Para encontrar similaridade entre as espécies avaliadas, utilizou-se a métrica de
alinhamento e-value (EV), como primeiro parametro de filtragem dos alinhamentos.
Este permite ao pesquisador ter uma ideia de quao significativos sdo os alinhamentos
obtidos. Nesse trabalho foi utilizado EV = 0, ou seja, todos os alinhamentos néo
compativeis com este parametro foram descartados. Entdo, foram retornados apenas os
alinhamentos que n&o foram obtidos ao acaso.

Com o objetivo de usar apenas o melhor alinhamento de cada gene, utilizou-se
mais um filtro, o valor da identidade do alinhamento. Esta métrica reflete a qualidade
dos alinhamentos gerados, ou seja, dentre todos os alinhamentos gerados, foram
escolhidos aqueles com os maiores valores (maiores scores) de identidade para
prosseguir as analises.

Para a ultima etapa de filtragem foi utilizada a Equacdo 1, que representa o
RAG, a razéo entre os tamanhos do alinhamento e do gene. Este filtro consiste na
verificacdo do alinhamento maximo entre o tamanho total do gene e o segmento

analisado da janela, com o objetivo de identificar a proporcéo do gene que alinhou.

tamanho do alinhamento

RAG =
tamanho do gene

Quanto maior o resultado desta razdo, mais similares serdo as duas sequéncias. O
limiar RAG = 0,99 foi utilizado, ou seja, somente os alinhamentos que tiverem mais que
99% de similaridade com o gene que alinhou foram levados para a proxima etapa da

analise comparativa.
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2.3.2. Analise dos alinhamentos significativos e identificacdo de genes

candidatos a caracteristicas de carcaga via gendmica comparativa

Apos a filtragem, restaram apenas os alinhamentos mais significativos e, com
estes, foram feitas as analises nas sequéncias de DNA. A analise dos genes presentes
nas sequéncias das espécies referéncia, e sua posterior compara¢do com as regides da
espécie ovina, via gendmica comparativa, seguiram as etapas descritas abaixo,

propostas por Silva (2019).

Na primeira etapa, a funcdo de cada gene das sequéncias de DNA das espécies
referéncia foi analisada na ferramenta Biomart, do Ensembl. Se o gene da espécie
referéncia, cujo transcrito alinhou com a regido do genoma da espécie ovina, apresentou
funcdo descrita, aparente e associada com musculosidade ou deposicdo de gordura, a
posicdo do transcrito alinhado com o genoma ovino era anotada e selecionada para a
etapa seguinte; caso contrario, se 0 gene da espécie referéncia ndo possuisse funcao
descrita aparente e associada as caracteristicas estudadas, o alinhamento era descartado

nesta etapa.

A segunda etapa consistiu na visualizacdo e avaliagdo, no Ensembl, da regido do
genoma da espécie ovina correspondente a posi¢do que alinhou com o transcrito da
espécie referéncia. Se a regido da janela do genoma ovino é um gene relacionado com
musculosidade ou deposicdo de gordura, a funcdo do gene candidato é confirmada pelo
método de busca utilizado, e através disso, pode-se confirmar a eficiéncia do método na

busca de genes candidatos.

Por outro lado, se a regido do genoma ovino analisada correspondeu a um gene
sem funcdo descrita ou aparente relacionada com musculosidade ou deposicdo de
gordura, a informacdo da espécie referéncia foi extrapolada para o gene ovino. Assim,
este gene passou a ser considerado como um potencial candidato para as caracteristicas
de carcaca em estudo. Entretanto, se a regido do genoma da espécie Ovis aries ainda
ndo era descrita como gene, esta passou a ser considerada como um potencial regido
canditada mediante a extrapolacdo de informacdo via gendmica comparativa.

Todo o esquema do método utilizado, desde a delimitacdo das janelas que seriam
analisadas até a extrapolagédo de informacdes dos genomas das sequéncias das espécies

referéncia para 0 genoma ovino, esta exemplificado na Figura 2.
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Figura 2 — Esquema que descreve o método de busca de genes utilizado neste trabalho,

desde a anélise dos alinhamentos significativos até a gendmica comparativa para a

identificacdo de genes candidatos as caracteristicas de carcaca: 1- Etapa de selecdo dos

segmentos de DNA a serem alinhados. 2- Alinhamentos e filtragens gerados pelo
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BLASTN. 3- Anélise dos genes oriundos dos melhores alinhamentos, em busca de
candidatos no genoma de Ovis aries via gendmica comparativa.
Fonte: Figura adaptada de Silva (2019).

3 Resultados e discussao

3.1 Anélise dos genes candidatos presentes nas janelas do genoma de Ovis aries

Foram analisadas regiGes genémicas delimitadas (aumentadas) com base no
estudo de Sena (2019), em que foram identificadas 18 regides associadas a AOL (area
de olho de lombo) e 20 janelas associadas a EGS (espessura de gordura subcutanea).

A partir da investigacdo das fungdes dos genes presentes nas regides genémicas
aumentadas, foram identificados 186 genes codificantes de proteina. Deste total, 131
genes foram identificados nas regides relacionadas com AOL, e 55 genes estdo
presentes nas regides relacionadas com EGS (Apéndice — Tabela S3 e S4).

Vérios genes com funcdes bioldgicas ja descritas foram identificados dentro
dessas janelas. Algumas destas fun¢bes eram menos relacionadas e outras eram mais
aparentemente relacionadas com as caracteristicas estudadas. Estas Ultimas
apresentaram termos biolégicos (evidenciados pela ontologia génica) bem associados
com caracteristicas de desenvolvimento muscular e deposicdo de gordura. O genes que
apresentaram estas fungdes foram eleitos como potenciais “candidatos imediatos”, ou
seja, genes que possuem funcdo descrita, mas que ndo sao relatadas na literatura como
sendo relacionadas a musculosidade e deposicdo de gordura. Todos os termos e vias GO
mencionados neste estudo desempenham papéis importantes no metabolismo muscular

e/ou lipidico e encontram-se descritos nas Tabelas S5 e S6, respectivamente.

3.1.1 Genes candidatos encontrados nas janelas relacionadas a area de olho de
lombo (AOL)

Do total de 131 genes codificantes de proteina identificados nas janelas analisadas
relacionadas a AOL, 26 destes apresentaram fungbes bioldgicas diretamente
relacionadas com processos que influenciam na musculosidade e no desenvolvimento
muscular. Por isso, estes genes foram eleitos neste estudo como potenciais candidatos

imediatos para a caracteristica AOL (Apéndice - Tabela S5).
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Importantes termos biologicos encontrados foram associados ao crescimento e
proliferacdo celular, processo de regulacdo, contracdo e desenvolvimento de fibras
musculares esqueléticas e células musculares, como por exemplo:

1. Reorganizacdo do citoesqueleto da actina (GO:0031532);

. Ligacdo do receptor tirosina quinase da (GO:0030971);

. Ligagdo a ubiquitina proteina ligase (GO:0031625);

. Atividade motora (GO:0003774);

. Complexo miosina (GO:0016459);

. Ligacdo a actina (GO:0003779);

. Diferenciacdo de células musculares esqueléticas (GO:0035914);

. Actina filamentosa (GO:0031941);

. Regulacéo positiva da polimerizacdo de filamentos de actina (GO:0030838);
10. Formacdo de rede de filamentos de actina (GO:0051639);

11. Desenvolvimento de fibras musculares esqueléticas (GO:0048741);
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12. Desenvolvimento da fibra do musculo esquelético (GO:0048741);

13. Contracdo muscular (GO:0006936).

Os genes associados a esses processos foram SHC1 (SHC adaptador de proteina
1), SCAMP3 (Proteina 3 da membrana transportadora secretora), MYO16 (Miosina
XVI), ATF3 (Fator de ativacdo da transcricdo 3), BAG5 (Atanogene 5 associado a
BCL2), CARMIL1 (regulador de proteina de nivelamento e ligador de miosina 1 1),
RIPOR2 (Regulador de polarizacdo celular 2 que interage com a familia RHO),
KCNMAL (Subfamilia M alfa 1 de canais de potassio ativados por célcio) e GLRAL
(Receptor de glicina alfa 1).

As proteinas actina e miosina desempenham um importante papel na contracdo
muscular e sdo os principais componentes dos miofilamentos (organelas que constituem
0 citoesqueleto muscular) (Grant, 1993; Sgarbieri, 1996; Rottner et al., 2017). Foi
demonstrado anteriormente que os genes pertencentes as familias de actina e colageno
sdo expressos diferencialmente no tecido muscular de bovinos Nelore, divergindo
fenotipicamente para a ingestdo residual de racdo (Tizioto et al., 2016). Cesar et al.
(2015), encontraram que a expressdo de genes da miosina no tecido muscular estava
associada ao contetdo de gordura intramuscular em bovinos Nelore.

Em contraste com o crescimento muscular, € muito importante entender quais 0s
processos bioldgicos envolvidos na perda muscular, que é uma consequéncia debilitante

de uma série de condicBes patologicas e metabolicas, como por exemplo, aumento na
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degradacdo de proteinas. Encontrou-se os genes SCAMP3 (Proteina 3 da membrana
transportadora secretora) e BAG5 (Atanogene 5 associados a BCL2) relacionados aos
processos de ligacdo e ubiquitinacdo de proteinas envolvidas no processo catabolico de
proteinas do musculo esquelético contratil, que desempenha um papel importante na
perda muscular.

Varios genes relacionados a ligacdo, transporte e resposta celular de importantes
ions envolvidos no desenvolvimento muscular, como o potassio e o zinco foram
identificados nessas janelas: KCNN3 (Membro 3 da subfamilia N do canal de potéssio
ativado por célcio, TRIM46 (Tripartite motif containing 46), HCN3 (Canal de potassio 3
blogqueado por nucleotideo ciclico ativado por hiperpolarizacdo), PKLR (Piruvato-
quinase L/R), TRAF3 (Fator 3 associado ao receptor de TNF), CDC42BPB (Proteina
quinase beta de ligacdo ao CDC42), ENSOARGO00000005104 (proteina
descaracterizada), KCNMA1 (Subfamilia M alfa 1 de canais de potassio ativados por
calcio) e GLRAL (Receptor de glicina alfa 1).

O zinco é um elemento essencial para a nutricdo, e necessario para o
desenvolvimento dos animais (Suttle, 2010). Estudos demonstram que a presenca do
zinco aumenta o desempenho e rendimento de carcaca em bovinos e suinos (Genther-
Schroeder et al., 2016; Patience e Chipman, 2011; Paulk et al., 2012). Esse ion atua no
funcionamento de sistemas de enzimas e estd envolvido na sintese de proteinas,
metabolismo de carboidratos e muitas outras reacdes bioquimicas. A deficiéncia de
zinco causa numerosas alteracfes patoldgicas, que afetam diretamente o crescimento do
animal; em bovinos, caprinos e ovinos (Suttle, 2010; Miller, 1999; Genther-Schroeder;
Branine; Hansen, 2016).

O potassio € o principal ion intracelular dos tecidos animais. Os gradientes
estabelecidos por este ion criam um potencial elétrico essencial para a manutencédo de
capacidade de resposta a estimulos e tbnus muscular. Todos os tecidos moles sdo muito
mais ricos em potéssio do que em sodio, tornando o potassio o terceiro mineral mais
abundante no corpo animal. As maiores concentracdes de potassio sdo encontradas em
musculos. Muitas enzimas tém necessidades especificas ou facilitadoras de potassio e
este elemento influencia muitas reagGes intracelulares envolvendo fosfato, com efeitos
nas atividades enzimaticas, desenvolvimento e contragdo muscular (Arc, 1980; Suttle,
2010).

Os genes PMVK (Quinase fosfomevalonato), GBA (Glicosilceramidase beta),
SOAT1 (Esterol O-aciltransferase 1) e GPLD1 (Fosfolipase D1 especifica de
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glicosilfosfatidilinositol) possuem termos de ontologia relacionados ao processo
metabolico de lipidios e do colesterol. Alguns estudos fornecem evidéncias de uma
relagdo entre o musculo esquelético e o metabolismo do colesterol. O colesterol é um
constituinte importante de todas as membranas plasmaticas, incluindo o sarcolema do
musculo esquelético, além de fornecer fluidez na membrana. Além disso, o colesterol é
um componente de balsas lipidicas, que desempenha um papel na sinalizagdo celular
envolvida com o crescimento muscular (Simons; Ikonen, 2000; Riechman et al., 2009;
Lee etal., 2019).

A massa muscular é determinada pelo equilibrio entre sintese e degradacdo de
proteinas que é controlado por varias vias de sinalizacdo intracelular, como a via da
insulina. A insulina ¢ o horménio mais importante na regulacdo do metabolismo
energético, € essencial para a ingestdo de carboidratos, sintese de proteinas e
armazenamento de gordura (Dimitriadis et al., 2011; lkeoka; Krusinova, 2009). Os
genes SHC1 (SHC adaptador de proteina 1) e PIK3R1 (Subunidade reguladora 1 da
fosfoinositida-3-quinase) possuem termo de ontologia relacionados com essas vias de

sinalizacdo intracelular.

3.1.2 Genes candidatos associados a espessura da gordura subcutanea
(EGS)

Do total de 55 genes codificantes de proteina identificados nas janelas analisadas
relacionadas a EGS, 12 destes apresentaram fungdes bioldgicas diretamente
relacionadas com processos de deposicdo de gordura e metabolismo lipidico. Por isso,
estes genes foram eleitos neste estudo como potenciais genes candidatos imediatos, ou
seja, genes que apesar de possuirem as funcdes descritas, estas ndo sdo relacionadas a
essa caracteristica (Apéndice — Tabela S6).

Importantes termos bioldgicos encontrados foram associados aos processos
bioldgicos e fungdes moleculares relacionados ao metabolismo lipidico e outros
mecanismos fisioldgicos que afetam diretamente a deposicdo de gordura, como por
exemplo: Processo glicolitico (GO:0006096); Transporte de lipidios (GO:0006869); e
ligacdo de receptores de colesterol (GO:0015485).

Os genes associados a esses processos foram LOC101119348 (Gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase), OSBPL3 (Ligante de oxysterol semelhante a proteina 3),
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NEUROG3 (Neurogenina 3), HKDC1 (Hexocinase contendo dominio 1), HK1
(Hexokinase 1) e MDH1B (Malato desidrogenase 1B) .

O gene GNAQ (Subunidade alfa q da protein G) atua na regulagdo da via de
sinalizacdo candnica Wnt. Esta via reprime a adipogénese ao bloquear o0s genes
adipogénicos PPARG (receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo) e
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein C/EBP alfa) (Christodoulides et al., 2009).

A maioria dos genes aqui eleitos como candidatos imediatos ndo apresenta
descricdes na literatura relacionadas diretamente com as caracteristicas investigadas
(AOL e EGS) para a espécie ovina. Por esse motivo, faz-se necessario um melhor
entendimento a respeito da caracterizacdo das funcOes de genes candidatos para a
caracteristica de carcaca, com base na anlise da descricdo de termos de ontologia (GO
terms) relacionados a cada um. Essa investigacdo proporciona um conhecimento mais
estruturado com base nos papéis bioldgicos aos quais esses genes estdo relacionados ou
envolvidos, avaliando os mesmos de acordo com aspectos ligados a fun¢do molecular,
processo bioldgico e componente celular.

As informagdes contidas na literatura podem qualificar um gene como candidato,
e com esse objetivo, foram feitas buscas a respeito de registros de ocorréncia dos genes
aqui eleitos como candidatos imediatos para as caracteristicas estudadas (AOL e EGS),
na espécie O. aries e em outras espécies de vertebrados.

Nesse contexto, o gene KCNN3 é relatado com uma presenca abundante no
musculo Longissimus dorsi de ovinos que apresentam o fendtipo callipyge (Fleming-
Waddell et al., 2009). Esse fendtipo é oriundo de uma mutacdo caracterizada por
hipertrofia muscular que proporciona efeitos benéficos na composicdo da carcaca
(Teixeira et al., 2006).

O gene ATF3 ¢ relatado como regulador da expressdo de varios genes envolvidos no
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, e estd envolvido na regulacdo das
mudancas de expressdo génica no musculo Longissimus dorsi de individuos callipyge
(Vuocolo et al., 2007). Em bovinos Angus, 0 gene ATF3 também ¢é relatado envolvido no
metabolismo lipidico (Zhao et al., 2012).

O gene EIF2AK2 (fator de iniciacdo da traducdo eucaridtica 2 alfa-cinase 2) ndo
apresentou termos de ontologia génica bem relacionados a processos bioldgicos ligados
com EGS. Com base na literatura, o gene EIF2AK2 esta relacionado ao acumulo de
gordura subcuténea e € um indutor chave de inflamacéo, responsivo a interferons (IFN),

que esta associado ao stress do reticulo endoplasmatico e ao acumulo de gordura


http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000005615
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(Ramos-Lopez et al., 2018). Em estudo com bovinos Nelore, foi concluido que o gene
EIF2AK2 pode ser considerado como candidato para a selecdo para espessura de
gordura subcutanea (Silva-Vignato et al., 2019). Por esse motivo, este gene foi eleito
como candidato imediato.

O gene ADAM23 (Dominio ADAM metalopeptidase 23) também ndo apresentou
termos de ontologia bem relacionados a processos bioldgicos ligados com EGS; mas em
bovinos da raca Nelore, o ortélogo deste gene foi encontrado em uma regido (BTA2: 95
Mpb) que explicou 2,84% da variancia para perfil de acidos graxos saturados na gordura
intramuscular do mausculo Longissimus thoracis (Lemos et al.,, 2016); e em
camundongos, este gene age como um receptor de glioma inativado 3 rico em leucina,
responsavel pela supressdo da adipogénese (Kim et al., 2012). Com base nessas
descricdes o gene foi candidatado também na espécie ovina.

O gene OSBPL3 (Ligante de oxysterol semelhante a proteina 3), eleito como gene
candidato imediato neste estudo, também foi relatado como relacionado a espessura de
gordura em bovinos da raca Nelore (Santana et al., 2015).

3.2 Resultado gerado pela busca dos alinhamentos 6timos no Blastn

Apbs a filtragem (E-value, Identidade e RAG) dos alinhamentos gerados pelo
BLASTN, restaram apenas os alinhamentos mais significativos. Do total de 2.145.285
alinhamentos relacionados a AOL, restaram 1.097 alinhamentos 6timos para serem
analisados; e do total de 2.291.980 alinhamentos relacionados a EGS, restaram 1.067

alinhamentos 6timos para serem analisados (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 - Quantidade de alinhamentos (AOL) por janelas antes e apos os filtros de E-

value, ldentidade e RAG.

Janela de O. aries
(AOL)

Quantidade de

alinhamentos

Quantidade de Alinhamentos pos

filtros

(Cromossomo:Regido) (E-Value) (ldentidade) (RAG)
1:103513097-104228295 70019 3101 434 5
1:241330234-242537387 250508 23962 445 16
2:247415536-247936196 74473 2140 315 76
4:115937256-116408375 74867 2530 377 2
4:70322552-71006621 101618 5206 396 5
5:55257004-57402988 310171 26802 508 54
5:60444582-60966400 80504 5861 408 15
6:74322130-75061836 166913 15161 492 37
8:29781886-30245621 72031 5914 388 14
8:45108450-45799352 119390 9923 442 138
10:83092524-83510714 82643 3408 383 35
12:58323817-59108163 126653 6620 463 37
12:68852845-69254120 67743 5106 455 168
16:11355666-11850443 75935 4727 401 47
18:66190630-67431067 122705 8634 531 187
20:31270334-32157186 129122 7025 492 121
23:8958179-9713908 161368 9377 440 104
25:32190924-32585617 58622 3611 414 36
Total 2145285 1097

AOL: area de olho de lombo; RAG: Razao entre o tamanho do Alinhamento e tamanho do Gene.
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Tabela 3 - Quantidade de alinhamentos (EGS) por janelas antes e apds os filtros de E-

value, ldentidade e RAG.

Janela de O. aries
(EGS)

Quantidade
de

alinhamentos

Quantidade de Alinhamentos pos filtros

(Cromossomo :Regido) (E-Value) (Identidade) (RAG)
1:81071714-81913400 179874 21109 477 177
2:54188468-54975580 121613 12003 430 12

2:207470995-207913851 80929 5772 394 18
2:127905770-128537558 110662 11153 490 101
2:58322410-58860936 84743 3360 399 4
3:91300485-92021366 110384 7448 454 8
3:194994394-195730636 153248 6018 421 53

3:86150634-86987189 127595 10232 456 137
4:70720747-71174597 63706 3458 388 81
7:74774686-75252821 87899 4758 359 52
7:62601685-63816116 199033 16993 466 62
8:37820681-38326185 80261 3601 395 3

8:65187512-65848344 133479 15520 453 66
9:69199916-69711938 95493 8673 437 75
9:20187247-20652773 80173 2902 438 105

12:15959693-16781302 169634 13899 425 11

16:58656507-59047454 77996 2105 366 14

17:42338340-43046467 124267 12832 427 35

23:30722503-31397888 115897 6434 435 49

25:25163290-25811070 95094 5627 380 4

TOTAL 2291980 1067

EGS: espessura de gordura subcutanea; RAG: Razdo entre o tamanho do Alinhamento e tamanho do

Gene.
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3.3. Identificacdo de genes candidatos para caracteristicas de carcacga na espécie

Ovis aries via gendmica comparativa

Nete topico, a partir das analises de genébmica comparativa, foram encontrados
alguns genes diferentes nas espécies referéncia, que apresentaram fungdes ligadas ao

metabolismo muscular e a deposicao de gordura.

3.3.1. Area de olho de lombo

A partir das analises de genbmica comparativa, foram encontrados sete genes
diferentes nas espécies referéncia que apresentaram funcdes ligadas ao metabolismo
muscular. O alinhamento dos transcritos desses genes com a janela do genoma ovino
possibilitou a confirmacdo de um gene candidato imediato identificado nas analises
anteriores (subtopico 3.1.1) dentro das janelas referentes a AOL em ovinos; e a
identificacdo de trés genes candidatos para AOL na espécie O. aries (Tabela 4 e Figura
S1).



Tabela 4 — Regides de alinhamentos (alinham.) entre Ovis aries e as espécies referéncia para a caracteristica area de olho de lombo.

Gene (espécie) / Transcrito (pos.?)

Gene ou regido em O. aries (pos.t)

Alinham. do transcrito em O. aries (pos.!)

HNRNPA2B1 (Bos taurus)
ENSBTATO00000007527.4 (4:69735135-69744610)

HNRNPA2B1 (Capra hircus)
ENSCHIT00000033734.1 (4:50471410-50479052)

HNRNPA2B1 (Mus musculus)
ENSMUST00000203220.2 (6:51462760-51469772)

HNRNPA2BL1 (Sus scrofa)
ENSSSCT00000062290.1 (18:46205436-46215650)

HNRNPA2B1 (Homo sapiens)
ENST00000608362.2 (7:26173057-26201301)

ENSCHIG00000015804 (Capra hircus)
ENSCHIT00000022805.1 (2:5783728-5784837)

ENSOARGO00000005535*
(18:66659730-66660789)

18:66659736-66660789

18:66659736-66660789

18:66659736-66660785

18:66659736-66660789

18:66659736-66660789

18:66659737-66660814

BAG5 (Capra hircus)
ENSCHIT00000016598.1 (21:67467948-67469291)

BAG5 (Mus musculus)
ENSMUST00000054636.6 (12:111709488-111713257)

BAG5 (Gallus gallus)
ENSGALT00000075288.2 (5:50598446-50603397)

BAG5 (Homo sapiens)
ENST00000445922.2 (14:103556545-103562318)

BAGS5 (18:66875079-66876452)

18:66875079-66876422

18:66875079-66876422

18:66875079-66876422

18: 66875079-66876422

LOC108638534 (Capra hircus)
ENSCHIT00000013701.1 (21:67154609-67155211)

ENSBTAGO00000047319 (Bos taurus)
ENSBTATO00000063737.2 (21:67884902-67885504)

GM266 (Mus musculus)
ENSMUST00000010673.6 (12:111484609-111485823)

LOC101104530*
(18:66561182-66561784)

18:66561182-66561784

18:66561182-66561784

18:66561184-66561784

(Bos taurus)
ENSBTATO00000017850.5 (4:77284046-77335575)

ENSOARG00000005104*
(20:31631834-31632688)

20:31631819-31632688

!Posicdo no genoma da espécie em pares de base. *Genes candidatos via gendmica comparativa.



70

Os transcritos do gene BAG5 nas espécies Capra hircus, Mus musculus, Gallus
gallus e Homo sapiens alinharam com o homdlogo deste gene na espécie ovina. Nas
diferentes espécies, este gene esta ligado a atividades de ligacdo de chaperone e ligacao
de proteina quinase, que sdo importantes para o desenvolvimento muscular em
vertebrados (Smith et al., 2014). Apesar de ndo possuir funcdo descrita na literatura para
a espécie ovina, relacionada a AOL, este gene foi eleito como candidato imediato
quando analisados os termos de ontologia nas janelas do genoma ovino, e esse resultado
comparativo confirma essa candidatura e a aplicabilidade funcional do método
comparativo descrito por Silva (2019). A convergéncia de funcdes com as espécies
referéncias dao indicios que esta se trata de uma regido filogeneticamente conservada
entre as espécies relacionadas (Wei et al., 2002).

O gene HNRNPA2B1 (ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/Bl) foi
identificado nas espécies referéncia Bos taurus, Capra hircus, Mus musculus, Sus scrofa
e Homo sapiens. Esse gene foi considerado importante devido a sua participagédo em
processos ligados a mMRNA (RNA mensageiro) e miRNA (micro RNA), nas diferentes
espéecies. O miRNA desempenha papel importante na miogénese e tem grande impacto
na manutencao da massa muscular e tipo de fibra muscular desenvolvido (Wang et al.,
2018).

O gene ovino ENSOARG00000005535, cuja posi¢édo alinhou com os transcritos
dos homdlogos do gene HNRNPA2B1 nas demais espécies referéncia, € uma proteina
ndo-caracterizada na espécie ovina. Desse modo, 0 gene ENSOARG00000005535
passou a ser considerado candidato a AOL, por extrapolacdo de informacdo via
gendmica comparativa.

O gene LOC101104530 da espécie ovina, ndo caracterizado, alinhou com o0s
transcritos dos genes das espécies referéncia Capra hircus, Bos taurus e Mus musculus.
Contudo, apenas 0 gene GM266 (Mus musculus) é caracterizado e apresenta o transcrito
ENSMUST00000010673.6. O gene GM266 atua na transducdo de sinal, que é um
importante processo bioldgico que controla o crescimento muscular e hipertrofia em
mamiferos (Wackerhage e Ratkevicius, 2008). Embora ndo caracterizados, 0s genes
ENSBTAG00000047319 (Bos taurus) e LOC108638534 (Capra hircus), cujos
transcritos alinharam com LOC101104530, também estdo envolvidos na transducéo de
sinal (GO:0007165). Desse modo, o gene LOC101104530 passa a ser considerado

candidato a AOL, por extrapolacao de informacdo via genébmica comparativa.
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O gene BLVRA da espécie referéncia Bos taurus, cujo transcrito alinhou com o
gene ENSOARGO00000005104, em ovinos, atua na ligacdo de um importante ion
envolvido no desenvolvimento muscular, o zinco. Este mineral melhora o desempenho e
composicado de carcaca em animais de producdo (Patience e Chipman, 2011). O gene
ovino ENSOARG00000005104, cuja posi¢cdo alinhou com o transcrito do gene BLVRA,
é uma proteina ndo-caracterizada. Desse modo, 0 gene ovino mencionado acima passa a
ser considerado candidato a AOL, por extrapolacdo de informacdo via gendmica

comparativa.

3.3.2. Espessura de gordura subcutanea

A partir das analises de gendmica comparativa, foram encontrados oito genes
diferentes nas espécies referéncia, que apresentaram funcGes ligadas a deposicdo de
gordura. Os alinhamentos dos transcritos desses genes com a janela do genoma ovino
possibilitaram a confirmacdo de trés genes candidatos imediatos identificados nas
analises anteriores (subtopico 3.1.2) dentro das janelas referente a EGS em O. aries; e a
identificacdo de duas regiGes candidatas para EGS na espécie Ovis aries (Tabela 5 e
Figura S2).

Os genes identificados nas espécies referéncia relacionados a deposicdo de
gordura foram escolhidos devido a participacdo desses em processos €omo
desenvolvimento do pancreas, processo metabolico da glicose e apoptose.

Os transcritos do gene NEUROG3 nas espécies Bos taurus, Capra hircus e Sus
scrofa alinharam com o homologo deste gene na espécie ovina. Nas diferentes espécies,
este gene esta ligado a participacdo em processos no desenvolvimento do pancreas. O
pancreas secreta insulina e glucagon (que se unem para manter a homeostase de glicose)
diretamente na corrente sanguinea, que estdo diretamente envolvidos no regulamento de
carboidratos, proteinas e metabolismo de lipidio (Suckale e Solimena, 2008).

Os transcritos do gene LOC101119348 nas espécies Capra hircus, Gallus gallus
e Sus scrofa alinharam com o homdélogo deste gene na espécie ovina. Nas diferentes
espécies, este gene estd ligado a participacdo no processo glicolitico e processo
metabolico de glicose. A diminuicdo da atividade glicolitica no musculo resulta em
menor utilizacdo muscular de glicose, o que pode resultar em maior acimulo de glicose
em todo o corpo e aumentar a adiposidade da carcaca, pois a glicose ¢ um forte

estimulador da lipogénese (Bazile et al., 2019).
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Tabela 5 — Regides de alinhamentos (alinham.) entre Ovis aries e as especies referéncia a caracteristica espessura de gordura subcuténea.

Gene (espécie) / Transcrito (pos.?)

Gene ou regido em O. aries (pos.t)

Alinham. ¢/ transcrito em O. aries (pos.?)

NEUROG3 (Bos taurus)
ENSBTATO00000008432.5 (28:25906029-25906824)

NEUROG3 (Capra hircus)
ENSCHIT00000030070.1 (28:19757099-19757746)

NEUROG3 (Sus scrofa)
ENSSSCT00000064994.1 (14:72604468:72606363)

NEUROG3
(25:25706463-25707128)

25:25706461-25707128

25:25706461-25707128

25:25706461-25707128

GAPDH (Bos taurus)
ENSBTATO00000037753.5 (5:103870384-103874667)

GAPDH (Capra hircus)
ENSCHIT00000033836.1 (5:102789927-102794072)

ENSCHIG00000026172 (Capra hircus)
ENSCHIT00000039940.1 (11:43687157:43688110)

ENSGALG00000014442 (Gallus gallus)
ENSGALT00000023323.6 (1:77619214:77623236)

ENSCHIG00000008960 (Capra hircus)
ENSCHIT00000012351.1 (10:41638555:41639556)

GAPDH (Sus scrofa)
ENSSSCT00000045248.1 (5:64129679:64133991)

LOC101119348
(1:81887323-81888323)

1:81887323-81888320

1:81887323-81888320

1:81887378-81888320

1:81887325-81888320

1:81887323-81888320

1: 81887323-81888296

CDC42EP3 (Bos taurus)
ENSBTAT00000032505.4 (11:20086106:20111391)

CDC42EP3 (Sus scrofa)
ENSSSCT00000023650.2 (3:102539223:102562389)

CDC42EP3 (Mus musculus)
ENSMUST00000068958.8 (17:79333727:79355091)

CDC42EP3
(3:86336269-86337033)

3:86336269-86337033

3:86336269-86337033

3:86336269-86337032

LOC102183607 (Capra hircus)
ENSCHIT00000013486.1(11:10159639:10160337)

2:127924965-127925647*
(regido candidata)

2:127924965-127925647

ENSCHIG00000021399 (Capra hircus)
ENSCHIT00000031934.1 (7:768791:769556)

2:127924874-127925647*
(regido candidata)

2:127924874-127925647

Posicdo no genoma da espécie em pares de base. *Genes candidatos via gendmica comparativa.
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Os transcritos do gene CDC42EP3 (Proteina efetora CDC42 3) nas espécies Bos
taurus, Sus scrofa, e Mus musculus alinharam com o homologo deste gene na espécie
ovina. Nas diferentes espécies, este gene estd ligado a formacdo do citoesqueleto de
actina e transporte de proteinas. Alem das funcbes de contracdo das membranas
celulares para motilidade, diferenciacdo ou divisdo celular, o citoesqueleto de actina
fornece forcas para moldar e mover as membranas intracelulares de organelas e
vesiculas (Rottner et al., 2017).

Embora ndo apresentem funcdo descrita na literatura para a espécie ovina,
relacionada a EGS, os genes NEUROG3, LOC101119348 e CDC42EP3 foram eleitos
como candidatos imediatos quando analisados os termos de ontologia nas janelas do
genoma ovino. Esse resultado comparativo confirma essa candidatura e a aplicabilidade
funcional do método comparativo.

Duas regides gendmicas ainda ndo descritas foram identificadas via genémica
comparativa. Uma estd localizada no cromossomo 2 (127924874-127925647) do
genoma ovino, cuja posi¢do alinhou com o transcrito do gene LOC102183607 da
espécie referéncia Capra hircus. Embora este gene ndo seja caracterizado, 0 mesmo
apresenta funcdes relacionadas a regulacdo do processo apoptotico. A outra regido
identificada esta localizada no cromossomo 2 (127924874-127925647) do genoma
ovino, cuja posi¢do alinhou com o transcrito do gene ENSCHIG00000021399 da
espéecie referéncia Capra hircus, que também apresenta funcBes relacionadas a
regulacao do processo apoptético.

As duas regides da janela de Ovis aries ainda ndo descritas como gene passam a
ser consideradas como um potenciais genes candidatos, mediante a extrapolacdo de
informacdo dos respectivos transcritos dos genes das espécie referéncia via gendmica

comparativa.

4. Conclusdes

As andlises das janelas do genoma de O. aries possibilitaram a identificacdo de 38
genes candidatos imediatos, dos quais 26 sdo relacionadas a musculosidade, e 12 a
deposicdo de gordura subcutanea. As analises de gen6mica comparativa entre 0 genoma
da especie O. aries e 0s genomas das especies utilizadas como referéncia confirmaram a
aplicabilidade do método utilizado e a candidatura imedita dos genes selecionados para

as caracteristicas em estudo.


http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000016399
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000016399
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O fato de um gene ter sua funcdo descrita ndo significa que a mesma esteja
associada diretamente na literatura com determinadas caracateristicas de interesse, como
as de interesse zootécnico. Nesse estudo, foi possivel a confirmag8o e associagdo direta
de genes que ja apresentavam funcdes descritas, mas que estas ndo se encontravam
relacionadas na literatura com a musculosidade e deposic¢do de gordura em ovinos, por

1SS0 estes receberam aqui a denominagéo de “candidatos imediatos”.

Novas regides, ainda ndo descritas e relacionadas com as caracteristicas investigadas
nesse estudo foram identificadas e propostas como potenciais candidatas: trés genes
para AOL (ENSOARG00000005535, LOC101104530 e ENSOARG00000005104) e
duas regifes ainda ndo descritas para EGS (CR2: 127924965-127925647 e
CR2:127924874-127925647).

Essas informacdes poderdo dar suporte a estudos gendémicos em ovinos, assim
como, a identificacdo e selecdo de animais com maior rendimento e melhor qualidade

de carcaca.
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RESUMO

Em ovinos, ainda sdo escassas informagdes sobre a arquitetura genética de
caracteristicas de carcaca e sobre os mecanismos fisiol6gicos em que os genes ligados a
estas participam. Com base em ferramentas de anotacdo funcional, é possivel realizar o
agrupamento de genes para a obtencdo de mapas para facilitar sua interpretagdo
bioldgica. Portanto, o presente estudo teve o objetivo de realizar analises de anotacdes
funcionais de genes presentes em regides genémicas relacionadas aos fenotipos area de
olho de lombo (AOL) e espessura de gordura subcutdnea (EGS), mensuradas por
ultrassonografia em ovinos da raca Santa Inés. As analises de anotacdo funcional para
averiguar quais as fungdes enriquecidas com base nas listas de genes utilizadas foram
realizadas considerando o p-valor < 0,05 para termos de ontologia génica (GO) e vias
KEGG, com uso da ferramenta DAVID. As listas de genes utilizadas nas analises foram
geradas por meio da busca em regifes gendbmicas aumentadas a partir de janelas de 10
SNPs adjacentes significativamente associadas a AOL e EGS, identificadas por meio de

analise de associagdo gendomica ampla com uso do metodo single step (SSGWAS).
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Importantes termos de ontologia e vias KEGG relacionados ao metabolismo proteico e
metabolismo lipidico foram identifidos com utilizacdo dos conjuntos génicos
analisados. A identificacdo de termos em comum, com a utilizacdo de genes
relacionados as diferentes caracteristicas em estudo, sugere que ha relagédo pleiotropica

entre desenvolvimento muscular e deposicdo de gordura em ovinos da raga Santa Inés.

Palavras-chave: anotacdo funcional, longissimus dorsi, DAVID, ontologia, Ovis aries

Gene enrichment analysis for carcass traits in sheep

ABSTRACT

In sheep, there is still a paucity of information about the genetic architecture of carcass
traits and about the physiological mechanisms in which genes linked to these traits.
Based on functional annotation tools, it is possible to cluster genes in order to use maps
to facilitate biological interpretation. Therefore, the objective of this study was to
perform a functional annotation analysis of genes present in the genetic regions related
to loin eye (LEA) and subcutaneous fat thickness (SFT), measured by ultrasonography
in Santa Inés sheep. The functional annotation analyses for checking which functions
were enriched based on the lists of genes used were performed considering p-value
<0.05 for gene ontology terms (GO) and KEGG pathways, using the DAVID tool. The
gene lists used in the analyses were generated by searching in genetic regions
augmented from windows of 10 adjacent SNPs associated to LEA and SFT, identified
by single-step genomic association (ssGWAS) analysis. Important terms of ontology
and KEGG pathways related to protein and lipid metabolism were identified using the
analyzed gene sets. The identification of common terms using genes related to the
different traits in study suggests that there is a pleiotropic relationship between muscle
development and fat deposition in Santa Inés sheep.

Keywords: functional annotation, longissimus dorsi, DAVID, ontology, Ovis aries
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1 Introducéo

Alguns dos principais fatores que limitam a implantacdo de critérios para a
selecdo de animais de corte com maior rendimento de carcaca sdo: complexidade
bioldgica do desenvolvimento muscular e deposicdo de gordura subcutanea; caréncia de
informagdes sobre as bases fisiologicas dessas caracteristicas; desenvolvimento tardio
do musculo longissimus dorsi e do tecido adiposo; e necessidade da coleta em animais
que ja tenham atingido bom nivel de desenvolvimento corporal.

Esses fatores sugerem que ha necessidade de utilizacdo de ferramentas genémicas
para a obtencdo de melhorias no processo de selegdo desses animais. Neste sentido, a
deteccdo de genes e loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) apresentam grande
importancia, pois é possivel utilizar estas informacfes na selecdo assistida por
marcadores (Hay e Roberts, 2018).

Tecnologias como os Estudos de Associagdo Gendmica Ampla (GWAS - Genome
Wide Association Studies), permitem a identificacdo de variagdes no DNA que estéo
correlacionadas com uma determinada caracteristica, apontando para a localiza¢do dos
genes envolvidos com a expressdo do fendtipo de interesse e auxiliando na compreensdo
dos mecanismos bioldgicos e fisioldgicos dos genes (Zhang et al., 2012).

As analises de GWAS geram saidas de resultados referentes a regides genémicas
em que, normalmente, estdo presentes varios genes, que resultam em grandes listas. As
ferramentas e os métodos que tém sido utilizados para a interpretacdo de listas de genes,
com base em informagdes disponiveis em bancos de dados biol6gicos, objetivam
basicamente avaliar a frequéncia dos termos funcionais da lista de genes, aplicando
testes estatisticos para determinar os termos significativamente representados ou
enriquecidos (Webber, 2011).

Neste contexto, informacGes provenientes de diferentes fontes como Gene
Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) e vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) sdo comumente utilizadas, possibilitando a geracdo de mapas e
informacgbes que agrupam padroes comuns de diferentes interagcbes entre 0s
componentes do sistema, por meio do enriquecimento funcional de genes (Kanehisa e
Goto, 2000).

Alguns trabalhos de associacdo gendémica com inclusdo de analises de
enriquecimento génico em bovinos ja possibilitaram a identificagdo de importantes

processos bioldgicos e vias metabolicas associados a desenvolvimento muscular e
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deposicdo de gordura, com base na area de olho de lombo e espessura de gordura
subcutanea mensuradas in vivo (Silva et al., 2017; Silva et al., 2019).

Em ovinos, ainda ndo ha relatos de estudos desse tipo com utilizacdo das
caracteristicas mencionadas anteriormente. Assim, ainda ha caréncia de informacdes
sobre a arquitetura genética de fendtipos de carcaca nesta especie e sobre o0s
mecanismos fisiologicos em que os genes ligados a estas caracteristicas participam.
Portanto, o objetivo com esta pesquisa foi utilizar genes codificantes presentes em
regides relacionadas a area de olho de lombo e a espessura de gordura subcutanea,
mensurados por ultrassonografia, para o enriquecimento funcional de termos de

ontologia e vias metabdlicas para estes fendtipos.

2. Material e métodos

Os dados utilizados nesta pesquisa sdo oriundos do projeto intitulado “Estudo
gendmico aplicado ao melhoramento genético de ovinos Santa Inés para caracteristicas
de carcaca” (numero 340/17), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Piaui, que integra o Instituto Nacional de Ciéncias
e Tecnologia em Ciéncia Animal (INCT-CA) do CNPq, coordenado pela Universidade
Federal de Vigosa.

2.1. Base de dados genémicos utilizados nas analises de enriquecimento funcional

Os dados referentes ao genoma da espécie Ovis aries foram baseados em
resultados de um estudo de associacdo gendmica ampla para caracteristicas de carcaca
mensuradas por ultrassonografia em ovinos da raca Santa Inés realizado por Sena
(2019).

No referido estudo, para as analises dos dados gendmicos, apds o controle de
qualidade, foram utilizadas informacdes de 45.465 polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNPs) e 388 animais genotipados com o painel OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.). A
metodologia de associacdo gendmica ampla em passo Unico (ssSGWAS) foi utilizada para
estimar os efeitos de SNPs e sua associa¢do com as caracteristicas area de olho de lombo
(AOL) e espessura de gordura subcutanea (EGS) mensuradas por ultrassonografia.

Como resultado, foram identificadas, no genoma ovino, 18 e 20 regides

cromossomicas (janelas) com 10 SNPs adjacentes, que explicaram pelo menos 1,00% da
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variancia genética aditiva para AOL e EGS, respectivamente. Essas regifes foram
utilizadas como referéncia para a delimitacdo das posi¢cOes das janelas utilizadas no
presente trabalho (Tabelas S1 e S2).

2.2. Delimitacdo das janelas para a busca de genes candidatos no genoma ovino

Para delimitar as janelas utilizadas dentro do genoma da espécie Ovis aries, foram
calculadas as distancias entre os SNPs adjacentes de cada janela encontrada por
Sena (2019), com base nas posicoes de cada SNP presente no arquivo de mapa
referente ao painel OvineSNP50 (lllumina, Inc.), de acordo com o assembly do
genoma ovino Oar_ v4.0. O parametro utilizado para aumentar, de ambos os lados, o
tamanho das janelas utilizadas neste estudo foi a maior distancia entre um par de SNPs
adjacentes localizados dentro da regido compreendida entre as posicdes extremas de
cada janela de 10 SNPs relatada no trabalho de Sena (2019) (Figura 1).

Delimitag@o da janela no genoma da espécie Ovis aries

Maior distincia entre dois SNPs
adjacentes na janela = n pb (arquivo de mapa OvineSNP50, Oarv4.0)

Crg{r:;);s:gxo{ = [T rrn Ir ::\ | snp

x = Jancla cxlrai:ia-(i: -Scna (2019) ——
| n pb: nimero

‘ | de pares de base

it e Seoa (201 (N Y I
janela de Sena (2019)

-

-
X

4

[F——; )

v b
npb A np

Regido aumentada utilizada neste estudo

Figura 1 — Delimitacdo de cada janela da espécie Ovis aries utilizada.

As janelas correspondentes, com as regifes aumentadas do genoma ovino,

utilizadas no presente estudo encontram-se descritas na Tabela 1.



Tabela 1 - Regides do genoma da espécie Ovis aries utilizadas para a busca por genes.
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Caracteristica

AOL EGS
Cromossomo Regido gendmica (pb) * Cromossomo Regido gendmica (pb) *
1 103513097-104228295 1 81071714-81913400
1 241330234-242537387 2 54188468-54975580
2 247415536-247936196 2 207470995-207913851
4 115937256-116408375 2 127905770-128537558
4 70322552-71006621 2 58322410-58860936
5 55257004-57402988 3 91300485-92021366
5 60444582-60966400 3 194994394-195730636
6 74322130-75061836 3 86150634-86987189
8 29781886-30245621 4 70720747-71174597
8 45108450-45799352 7 74774686-75252821
10 83092524-83510714 7 62601685-63816116
12 58323817-59108163 8 37820681-38326185
12 68852845-69254120 8 65187512-65848344
16 11355666-11850443 9 69199916-69711938
18 66190630-67431067 9 20187247-20652773
20 31270334-32157186 12 15959693-16781302
23 8958179-9713908 16 58656507-59047454
25 32190924-32585617 17 42338340-43046467
23 30722503-31397888
25 25163290-25811070

*Regibes aumentadas com base nas regides identificadas por Sena (2019); AOL.: area de olho de lombo;

EGS: espessura de gordura subcutanea; pb: pares de bases.

Depois de delimitadas as regides cromossdmicas do genoma ovino a serem

utilizadas, as posi¢des de todas as regiGes foram inseridas na ferramenta Biomart do

navegador Ensembl  (https://www.ensembl.org/biomart/martview/), que gera

informacdes sobre as funcdes dos genes a partir de termos de ontologia génica (GO

terms) disponiveis na base de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/).
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Dentro de cada regido, buscou-se por todos os genes codificantes de proteina, para
gerar uma lista com 0s genes presentes nas regifes relacionadas a cada caracteristica.
Logo apos, foram identificados quais destes genes apresentavam funcbes aparentes ja
descritas e associadas as caracteristicas em estudo, e se existe algum relato na literatura,
nesse sentido, sobre estes genes na espécie ovina, ou em outras espécies de vertebrados.
Entdo, aqueles genes que apresentaram funcdes descritas ou relacionadas com
desenvolvimento muscular e deposicdo de gordura foram anotados e selecionados como

potenciais candidatos para AOL e EGS.

2.3. Analises de enriquecimento e anotagdo génica

A analise de anotacdo funcional para o enriquecimento génico de termos, de
ontologia génica (GO) (p<0,05) e vias metabdlicas da Enciclopédia de Genes e
Genomas de Kyoto (KEGG; P<0,05), foi realizada com auxilio da ferramenta DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) v6.8 (Huang et al.,
2009a, 2009b). Para as andlises, todos os genes anotados no genoma de Ovis aries
foram considerados como base (background).

As identificacbes dos genes presentes nas listas analisadas foram baseadas na
nomenclatura oficial de cada gene (Official Gene Symbol), de modo que aqueles que
ndo estavam de acordo com esta codificacdo foram convertidos na ferramenta DAVID.
Os genes nao identificados pela ferramenta foram eliminados automaticamente e néo
entraram nas listas de genes utilizadas para as analises. Do total de 131 genes
identificados nas regides relacionadas a AOL, 98 IDs (identificacdes) da espécie Ovis
aries foram mapeados pela ferramenta DAVID, a partir dos quais foram gerados os
resultados da analise do conjunto génico para AOL. Para EGS, 55 genes foram
identificados nas regides analisadas para esta caracteristica, dos quais 49 foram
mapeados pelo DAVID e utilizados nas analises.

As analises de anotacdo funcional dos genes identificados nas regides analisadas
do genoma ovino, para a identificagdo de termos de ontologia génica (GO) e vias
KEGG, foram realizadas, inicialmente, considerando todos os genes codificantes
presentes nas regides gendmicas avaliadas para cada caracteristica. Em seguida, foi
conduzida analise com a utilizacdo conjunta de todos 0s genes presentes nas regioes

genbmicas relacionadas as caracteristicas AOL e EGS.
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ApOs esta etapa, as analises foram realizadas apenas com 0s potenciais genes
candidatos identificados com base na analise das funcbes na espécie ovina, para cada
caracteristica individualmente (AOL — Tabela S5 ou EGS — Tabela S6). Finalmente, foi
utilizada uma analise com o conjunto génico completo que incluia os potenciais genes
candidatos com fungdes descritas e claramente relacionadas a caracteristica de interesse,
e 0s demais genes candidatos. Dos genes presentes em regioes relacionadas a AOL, 24
foram mapeados pelo DAVID e utilizados nas analises, enquanto que, para EGS, apenas

12 genes foram utilizados.

3 Resultados e discussao

3.1 Anotacao funcional a partir do conjunto de genes por caracteristica

Dos 131 genes codificadores de proteina presentes nas regifes analisadas para
AOL (Apéndice — Lista de genes), 98 IDs da espécie Ovis aries foram mapeados pela
ferramenta DAVID, a partir dos quais foram gerados os resultados da andlise do
conjunto génico para AOL. Para EGS, 55 genes foram identificados nas regides

analisadas para esta caracteristica, dos quais 49 foram utilizados nas analises (Tabela 2).
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Tabela 2 - Termos de ontologia génica (GO) significativamente (P<0,05) enriquecidos a

partir de genes presentes nas regides selecionadas no genoma ovino.

Fendtipo Termo GO Tipo p-valor Genes °FDR
G0:0016477~ -, ABL2, CDCA42BPB,
migracdo celular PB 120 CARMIL1, EFNAL 15,00

HTR5A, ADAM15,
G3BP1, RALGPS2,
G0:0005622~ cC 190 SHC1, WSB1, 18,00
AOL Intracelular EFNAL,
LOC101104530,
TRIMA46
G0:0010976~
regulacdo  positiva do » ABL2, CD24,
desenvolvimento da PB 190 FBXO038 23,00
projecao de neurénio
G0:0060113~
diferenciacdo de celu_las PB 84° DFNAS BMP4 10,00
receptoras do  ouvido
interno
G0:000439%~ FM 1502  HK1, HKDCL 14,00
atividade da hexoquinase
G0:0060712~
desenvolvimento %@ g 2007 BIRCE ZFAT 23,00
camada

EGS  espongiotrofoblasto
90:9005536.~ FM 2,402 HKI1, HKDC1 21,00
ligagéo de glicose
G0:0001678~
homeostase de glicose PB 2,502 HK1, HKDC1 28,00
celular
G0:0000186~ativacdo da P
atividade de MAPKK PB 3,30 BMP4, EIF2AK?2 36,00
G0:0051260~

. . NLRCA4, KCTD1,
homooligomerizacéo PB 4,202 ¢ ¢ 43,00

proteica

SPAST

AOL.:érea de olho de lombo; EGS:espessura de gordura subcutanea; PB: processo biolégico; FM: funcéo

molecular; CC: componente celular; 2FDR:Taxa de falsa descoberta (%).
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No termo de ontologia mais significativamente enriquecido (migracdo celular) a
partir dos genes relacionados a AOL, estdo presentes genes que participam diretamente
da migracdo celular e de processos relacionados a este. A migracdo celular é um
processo central no desenvolvimento e manutencdo de organismos multicelulares, pois
determina o movimento de uma célula de um local para um destino guiado por pistas
moleculares. A atividade migratoria celular é fundamental para a atividade de células
precursoras da miogénese, como mioblastos e midcitos (Griffin et al., 2010).

Com a utilizacdo do conjunto génico relacionado a EGS, os genes HK1
(hexoquinase 1) e HKDC1 (hexoquinase contendo dominio 1) participaram de trés
termos de ontologia diretamente relacionados ao metabolismo de glicose. A glicose
apresenta importancia fundamental para todos os organismos vivos, principalmente para
a geracdo de energia (ATP) e, em mamiferos, pode ser armazenada no organismo na
forma de glicogénio, amido e gordura (Saltiel, 2016). A atividade da hexoquinase
(G0O:0004396) é essencial para 0 metabolismo da glicose, pois a reacdo catalizada pela
hexoquinase representa a primeira etapa no metabolismo de glicose, por meio da
fosforilacdo para formar glicose-6-fosfato (Wilson, 2003).

As analises de vias KEGG com 0s genes presentes nas regides delimitadas para
AOL possibilitaram a identificacdo das vias de sinalizacdo Ras, PI3K-Akt e ErbB
(Tabela 3 e Figuras 2 e 3), que atuam diretamente no desenvolvimento e homeostase
muscular (Andrechek et al., 2002; Glass, 2010).
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Tabela 3 - Vias KEGG significativamente enriquecidas (P<0,05) para as caracteristicas

em estudo a partir de genes presentes nas regides selecionadas no genoma ovino.

Caracteristica KEGG p-valor Genes FDR
Oa\sl?:gi“' ABL2, SHCL,
sinalizago 2,00 EFNAL, EFNA3, 2,30
Ras EFNA4, PIK3R1
Oa\sl?:égl' EFNAL, EFNAS3,
sinalizagéo 1,402 EFNA4, PIK3R1, 15,00
PI3K-Akt PPP2R2B, THBS3
AOL 0as04012:
via de 5 ABL2, SHCI,
sinalizacdo 4.9 PIK3R1 45,00
ErbB
0as05222:
cancer de CKS1B,
pulmao de 5,407 LOC101107954, 6,10
pequenas TRAF3, PIK3R1
células
0as00524:
biosintese
de 1,002 HK1, HKDC1 10,00
butirosina e
EGS neomicina
0as04066:
via de ANGPT1, HK1,
sinalizacgio 1,707 HKDC1 17,00
HIF-1

AOL.:érea de olho de lombo; EGS: espessura de gordura subcutanea; PB: processo biolégico; FM: fungdo

molecular; CC: componente celular; 2FDR: Taxa de falsa descoberta (%).

Alguns componentes do sistema renina-angiotensina (RAS) desempenham funcéo

importante na regulacdo da regeneracdo muscular em condicdes fisioldgicas, de modo

que, a desrregulacdo de RAS pode deteriorar a capacidade regenerativa do musculo

(Delafontaine e Yoshida, 2016). A sinalizacdo da regulacdo da proteina quinase B

(PI3k-Akt) signaling (0as04151) é uma sinalizagdo proteica fundamental nas vias

metabolicas celulares que causa hipertrofia muscular e crescimento de tecidos em geral
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(Fujita et al., 2007). A familia ErbB de receptores de tirosina quinases (RTKSs) acopla a
ligagéo de ligantes do fator de crescimento extracelular a vias de sinalizagéo intracelular
que regulam diversas respostas bioldgicas, incluindo proliferacdo, diferenciacéo,
motilidade celular e sobrevivéncia (Kanehisa et al., 2008). O receptor ErbB2 da familia
ErbB atua na diferenciacdo de mioblastos e na manutencdo dos fusos musculares
(Andrechek et al., 2002).

Com o conjunto de genes presentes nas regides delimitadas para EGS, foi possivel
a identificacdo da via de sinalizacdo HIF-1, que atua na regulacdo do metabolismo
lipidico (Mylonis et al., 2019).
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Figura 2 — Via de sinalizacdo de PI3K-Akt (0as04151) enriquecida com genes presentes nas regides delimitadas para area de olho
de lombo em ovinos da raga Santa Inés.
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3.2 Anotacao funcional a partir do conjunto completo de genes
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Com a utilizagdo do conjunto génico completo, ou seja, todos 0s genes presentes

nas regides relacionadas a AOL e EGS, foi possivel realizar o enriquecimento de seis

processos biologicos, dois componentes celulares e quatro fungdes moleculares (Tabela

4). O processo biolégico mais significativamente enriquecido, neste caso, foi a

homeostase de glicose celular (GO:0001678), que é essencial para a manutencéo das

atividades celulares e dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento corporal, como

mencionado anteriormente. Com uso do conjunto génico completo, 0 processo

G0:0001678 foi enriquecido a partir de genes presentes nas regides relacionadas tanto a

EGS quanto a AOL.

Tabela 4 - Andlise de anotacdo de termos de ontologia génica (GO) enriquecida

(P<0,05) a partir de genes presentes nas regides selecionadas no genoma ovino

Termo GO Tipo p-valor Genes SFDR
G0:0001678~
homeostase  de  glicose PB 2,6° HK1Y HKDC1%, PIK3R12 3,70
celular
G0:0048013~
via de sinalizagdo de receptor PB  8,2°%  SS18!, EFNA1?, EFNA3? 11,00
de efrina
GO0:0001227~atividade
repressora da transcricao, ) ) )
ligacdo especifica a EM 2,42 AEBPZ", '?TF:)” BATF3, 24,00
sequéncia da regido proximal NEUROG3
promotora do nucleo da
RNA polimerase 11
G0:0060113~
diferenciacio de células PB DFNA5', BMP4! 32,00
receptoras do ouvido interno
G0:0070062~ex0ss0MO ADAM15?, ASH1L?,
extracelular CDC42BPB?, GNA14%,
GNAQ?, HEATR5B!,
CC 2,82 NPHS2?, VPS26A!, 27,00
ANGPT1Y, ANGPTL1?,

CARMIL12, EFNA1?, GBA?,
QPCT!, GPLD1? MPP6!,

Continua


http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000978
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000978

: N 97
Continuacdo da Tabela 4

PMVK?, KCNMA1?,
PSMASl, PKLRZ, SCAMPSZ,
SPINKlZ, SPASTl,
TSPAN 151, TOR3A?2
G0:0045121~ 2 2 1
ce 311_2 CDZi‘r , NPHS2, ANGPT1-, 30,00
balsa de membrana HK1
G0:0016477~migracdo ,  ABL2? CDC42BPB?,
celular PB 3.3 CARMIL12 EFNA1? 38,00
: ~ativi 1 2 2
G0:0003714 at|V|dade_ ) EM 387 AEBPZl, PBXIP14, GMNN?, 35,00
corepressora de transcricao KCTD1

G0:0010976~regulacao
positiva do desenvolvimento PB 3,82  ABL2?% CD24? FBX038° 43,00
da projecédo de neurénio

G0:0004396~

o . FM 4,12  HK1! HKDC1! 38,00
atividade de hexoquinase

G0:0070244~

regulagdo  negativa  do pp 452 pMpal EFNAL2 47,00
processo  apoptético  de

timocito

G0:0000978~

ligacio de DNA especifica AEBP2', CEBPZ!, ATF3?

da sequéncia da regiso FM 437 BATF3 NEUROG3', 39,00
proximal do promotor do ZBTB7B?

nucleo da RNA polimerase Il

1Gene presente em regido relacionada a EGS; ?Gene presente em regido relacionada a AOL; *FDR:Taxa

de falsa descoberta (%); PB: processo bioldgico; FM: fun¢do molecular; CC: componente celular.

Com excecéo dos termos de ontologia GO:0060113, GO:0016477, GO:0010976
e G0:0004396, os demais termos foram enriquecidos com a participacdo de genes
presentes nas regides relacionadas as duas caracteristicas em estudo. Este resultado €
importante, pois corrobora alguns resultados mostrados em estudos com ovinos, que
sugerem que ha correlagdo genética entre desenvolvimento muscular e deposicédo de
gordura. Por exemplo, em ovinos da raca Merino, Mortimer et al. (2017) observaram
correlacdo genética de 0,80 entre espessura de gordura e profundidade do mdsculo
longissimus dorsi, mensuradas por ultrassonografia. Em ovinos da raga Dorper, Kiya et

al. (2019) encontraram correlacdo genética de 0,76 entre area de olho de lombo e
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espessura de gordura subcutanea. Assim, é destacada a natureza pleiotropica dos genes
responsaveis pela expressao de musculosidade e adiposidade em ovinos.

No total, 12 vias metabolicas foram significativamente enriquecidas (P<0,05)
com a utilizacdo do conjunto génico completo (Tabela 5). A principal via metabolica
identificada neste caso foi a via de sinalizacdo de insulina (Figura 4), que € essencial
para a manutencdo de diversos processos que estdo associados ao desenvolvimento
muscular e deposi¢éo de gordura em animais de producdo (Qaid e Abdelrahman, 2016)

e atividades celulares e dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento corporal.
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Tabela 5 - Vias KEGG significativamente enriquecidas (P<0,05) a partir do conjunto de
genes presentes nas regides selecionadas no genoma ovino

KEGG p-valor Genes SFDR
0as04015: Via de 192 GNAQ!, ANGPT1!, EFNA1?, EFNA3?, 590
sinalizacdo de Rapl ’ EFNA4?, PIK3R1?, PRKD3! ’
0as04014: Via de 5 7-3 ABL2?, SHC12, ANGPT1?!, EFNA12, 390
sinalizacdo de Ras ’ EFNA3?, EFNA4?, PIK3R1? ’
0as04930:  Diabetes 5 HK1!, HKDCLY, PIK3R12, PKLR? 3,80
mellitus tipo Il

0as04910: via de

. . . 1,172 SHC1?, HK1!, HKDC1?, PIK3R1?, PKLR? 13,00
sinalizacéo de insulina

0as05222: cancer de CKS1B2, TRAF32, LOC1011079542,

% -2

EgIIlT:;) de pequenas 1,7 PIK3R12 19,00
3?;0411?' nalizacie 232 ANGPTLL EFNAL® EFNAF EFNA®Z ) o
PI3K-Akt ’ PIK3R12, PPP2R2B?, THBS3? '
:f:;ffaiio devrllam- 1de 252 ANGPTIL HK1%, HKDC1Y, PIK3R1? 26,00
0as04973:

digestdo e absorcdo de 2,67 HK1!, HKDC1!, PIK3R1? 27,00
carboidratos

0as04020: via de 5 g2 HTR42, HTR5A?, GNA14!, GNAQ?, 99.00
sinalizacdo do calcio ’ TACR2! ’
0as00524: biosintese

de  butirosina e 3,17 HK1!, HKDC1? 32,00
neomicina

0as05142:

doenca de Chagas
(trypanosomiase
americana)

3,52 GNA14!, GNAQ!, PIK3R12, PPP2R2B? 35,00

0as00520:
metabolismo de
acucar Amino e
acucar nucleotideo

4,1 LOC1011068062, HK1!, HKDC1! 40,00

1Gene presente em regido relacionada a EGS; 2Gene presente em regido relacionada a AOL; 3FDR:Taxa

de falsa descoberta (%).

A insulina é o hormdnio mais importante na regulacdo do metabolismo energético
(Dimitriadis et al., 2011), pois é essencial para manter o equilibrio entre a utilizagéo e a
producdo de glicose, além de atuar como o principal agente anabdlico fisiologico,
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promovendo a sintese e armazenagem de glicose, lipidios e proteinas e inibindo sua
degradacéo e liberagdo para a corrente sanguinea (Saltiel, 2016).

As vias KEGG o0as04151 (PI3K-Akt) e 0as04066 (HIF-1) haviam sido
enriquecidas a partir dos genes presentes nas regides relacionadas a AOL e EGS,
respectivamente. Com a utilizacdo do conjunto génico completo, foi possivel a obtencéo
do enriquecimento dessas vias metaboOlicas com genes presentes nas regides
relacionadas a ambas as caracteristicas em estudo.

Apenas as vias 0as05222 (cancer de pulméo de pequenas células) e 0as00524
(biosintese de butirosina e neomicina) apresentaram apenas genes localizados em
regibes relacionadas a AOL ou EGS. Em todas as demais vias KEGG
significativamente enriquecidas (p<0,05) estdo presentes genes que constam nas listas
de AOL e EGS. Este resultado reforca o que foi ilustrado nas analises dos termos de
ontologia génica (Tabela 4), em relacdo a acdo pleiotrépica de genes relacionados a

expressao de musculosidade e deposicdo de gordura em ovinos.
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Figura 4 - Via de sinalizacdo de insulina (0as04910) enriquecida com genes presentes nas

olho de lombo e espessura de gordura subcutanea em ovinos da raca Santa Inés.
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3.3 Anotacao funcional a partir de potenciais genes candidatos por caracteristica

As analises com os conjuntos génicos constituidos apenas por potenciais genes
considerados como candidatos para AOL e EGS possibilitaram a identificacdo de alguns
processos biologicos, funcdes moleculares e vias metabdlicas semelhantes aquelas
identificadas com o0 conjunto de genes presentes nas janelas avaliadas para cada
caracteristica (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 - Termos de ontologia génica (GO) significativamente (P<0,05) enriquecidos a

partir de potenciais genes candidatos presentes no genoma ovino, por caracteristica

Fendtipo Termo GO Tipo p-valor Genes FDR
, . x ABL2,
2%2316477 migraceo  pg 81° CDC42BPB, 9,30
CARMIL1
CDC42BPB,
CARMIL1,
G0:0070062~exossomo » GBA, GPLD1,
extracelular cc 30 PMVK, 25,00
KCNMAL,

AOL PKLR, SCAMP3
CO:0032526~resposta & oy 337  CLK2 SCAMP3 33,00
acido retinoico

ABL2, CLK2,
GO0:0005524~ligacdo  de P CDC42BPB,
ATP FM 3,8 MARK3, 29,00
MYO16, PMVK
GO0:0004674~Atividade CLK2,
de proteina serina/treonina  FM 4,02 CDC42BPB, 30,00
quinase MARK3
G0O:0004396~atividade da EM 413—3 HKl, HKDC1 3’40

hexoquinase

G0:0001678~homeostase

. PB 59° HKLHKDCL 570
as de glicose celular
GO:0005536-ligado  de o\, gas kg HKDCL 540
glicose
$0:0006096~processo PB 142  HKL,HKDCl 13,00
glicolitico
G0:0005623~Célula CC 447 HKLHKDCL 28,00

AOL:érea de olho de lombo; EGS:espessura de gordura subcutanea; PB: processo biolégico; FM: funcédo

molecular; CC: componente celular; ®FDR:Taxa de falsa descoberta (%).
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Os trés potenciais genes candidatos (ABL2, CDC42BPB e CARMIL1) que
possibilitaram o enriquecimento da migragdo celular também estdo presentes na lista de
quatro genes relacionados a este processo bioldgico, que foram enriquecidos quando
foram utilizados todos 0s genes presentes em regides relacionadas a AOL (Tabela 2).

Apesar do menor numero de genes na lista de potenciais candidatos a EGS
(n=12), os genes HK1 e HKDC1 possibilitaram a identificacdo de termos
significativamente relacionados ao metabolismo da glicose. Isto se deve ao fato de que
estes genes estdo envolvidos em termos de ontologia em comum relacionados ao
metabolismo de glicose, como processo glicolitico (GO:0006096) e homeostase de
glicose celular (GO:0001678) e viabilizam a ligagédo de glicose (GO:0005536).

A via de sinalizagdo ErbB foi significativamente enriquecida (Tabela 7) com os
mesmos genes presentes nesta via quando foi utilizado o conjunto de todos os genes
presentes nas regides relacionadas a EGS. Devido a menor quantidade de genes na lista
de potenciais candidatos a AOL, os valores de significancia (p-valor) e FDR foram

menaores.
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Tabela 7 - Vias KEGG significativamente enriquecidas (P<0,05) para as caracteristicas
em estudo a partir da plataforma DAVID, a partir de potenciais genes candidatos

presentes no genoma ovino, por caracteristica.

Fendtipo KEGG p-valor Genes FDR

0as04012: via de

T 9,0%  ABL2,SHC1,PIK3R1 9,50
sinalizacéo ErbB

AOL -
0as04910: via de 222 SHCLPIK3RLPKLR 21,00
sinalizacdo de insulina
oas(?052.4: blosmte.se: de 2673 HKL. HKDCL 250
butirosina e neomicina
0as00500: Metabolismo
de amido e sacarose 1,6 HK1, HKDCL 15,00
0a300052;'\|/;it;22"3m° de 62 HK1, HKDC1 15,00
0as00051:Metabolismo de 162 HKL. HKDCL 15,00
frutose e manose
0as0497s~digestaoe -, |, HKL, HKDC1 19,00
EGS absorc¢éo de carboidrato
0as04930: Diabetes 2,47 HK1, HKDC1 22,00
mellitus tipo Il
0as00520: metabolismo
de acucar amino e agucar 2,67 HK1, HKDC1 23,00
nucleotideo
0as05230: metabolismo
central do carbono no 3,32 HK1, HKDC1 28,00
cancer
0as00010: 3,47 HK1, HKDC1 29,00

glicdlise/gliconeogénese

AOL:érea de olho de lombo; EGS: espessura de gordura subcutanea; ®FDR: Taxa de falsa descoberta (%).

Apenas 0s genes HK1 e HKDCL possibilitaram o enriquecimento de vias KEGG,
quando utilizado o conjunto de potenciais genes candidatos para EGS. Isto pode ser
explicado devido a maior semelhanca entre as fungBes moleculares e processos
bioldgicos aos quais estes genes estdo relacionados, em comparagdo aos demais genes
presentes nesta lista. Do mesmo modo que observado para os termos de ontologia, a
maior parte das vias metabolicas enriquecidas a partir de HK1 e HKDCL1 ¢é relacionada

ao metabolismo de agUcares.
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3.4 Anotacdo funcional a partir do conjunto completo de potenciais genes

candidatos

No total, 13 termos de ontologia génica foram enriquecidos com utilizacdo do
conjunto completo de potenciais genes candidatos (Tabela 8). Deste total, nove termos
também foram identificados quando a analise foi realizada com os conjuntos de
provaveis candidatos por carcateristica. Nos termos atividade da hexoquinase
(GO:0004396), migracdo celular (GO:0016477) e resposta a 4&cido retinoico
(GO:0032526) estdo presentes apenas potenciais genes candidatos relacionados a

apenas uma das caracteristicas.

Tabela 8 - Termos de ontologia génica (GO) significativamente (P<0,05) enriquecidos a

partir de potenciais genes candidatos presentes no genoma ovino.

Termo GO Tipo p-valor Genes FDR
G0:0001678~ 4 HK1!, HKDC1?!,
homeostase de glicose celular PB 20 PIK3R12 0.25

ABL2?, CLK2?,
CDC42BPB?,
EIF2AK2?,
G0:0005524~ligagdo de ATP FM 8,0°  HK1!, HKDC1?, 7,40
MARK3?,
MYO16?,
PMVK?
G0:0005623~ 2 ABL2?,  HK1!,
Célula cc 1.2 HKDC1? 11,00
1
G0:0004674 ~ CLKZ, ,
Atividade de proteina  FM 1,32 CDC42BPBY, 12,00
' EIF2AK2?, ’

rina/treonina quin
serina/treonina quinase MARK32

G0:000439%~ FM 132 HK1L HKDC1 12,00
atividade da hexoquinase
ABL2?,
G0:0016477~ migragdo celular ~ PB 1,62  CDCA42BPB?, 19,00
CARMIL1?
G0:0005536~ FM 212 HKLLHKDCI® 19,00
ligagéo de glicose
G0:0001508~ - GNAQ?,
potencial de aco PB 2:2 GLRA1? 24,00

Continua
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G0:0070062~ex0SS0mMo CDC42BPB?,
extracelular GNAQ?,

CARMIL1?,

GBA2, QPCTY,

CC 2,97 GPLD1?, 25,00

PMVK?,

KCNMA12,

PKLR?,

SCAMP3?
G0:0034198~ ATE3?
Resposta celular a privacdo de PB 3,172 EIF2Ak21 33,00
aminoacido
GO:0005765~ - GNAQ!, GBA?
Membrana lisossémica cc 39 GPLD12 32,00
GO:00325?6~ , CLK2
resposta a acido retinoico PB 4,8 SCAMP32 46,00
G0:0015485~ ,  OSBPL3!
ligacéo de colesterol FM 49 SOAT12 39,00

1Gene presente em regido relacionada a EGS; ?Gene presente em regido relacionada a AOL; *FDR:Taxa

de falsa descoberta (%). AOL:area de olho de lombo; EGS:espessura de gordura subcutinea; PB:

processo bioldgico; FM: funcdo molecular; CC: componente celular.

Do total de 14 vias KEGG significativamente enriquecidas com uso do conjunto

de potenciais genes candidatos relacionados a AOL e EGS (Tabela 9), foram

identificadas oito vias metabolicas diferentes daquelas que ja haviam sido identificadas

com uso dos conjuntos génicos individuais por caracteristicas, separadamente.
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Tabela 9 - Vias KEGG significativamente enriquecidas (P<0,05) a partir de potenciais

genes candidatos para as caracteristicas em estudo.

KEGG p-valor Genes ’FDR
0as04930: Diabetes 4 HK1!, HKDC1!,
o 1,6 ) ) 1,90
mellitus tipo Il PIK3R1%, PKLR
. SHC1% HK1Y,
sinZﬁz?gi%eviI:siTina 2.5 HKDCL', PIK3R1, 2,80
¢ PKLR?
0as04973~digestdo e 383 HK1!, HKDC1!, 4.30
absorcéo de carboidrato ’ PIK3R12 ’
envaldocarbonono s5e ML HKOCL 11,00
R ’ PIK3R1? ’
cancer
. 1 1
o oasQOOlO. ) 102 HK1%, HKI:2)C31 , 11,00
glicolise/gliconeogénese PKLR
0as00524: biosintese de HK1Y, HKDC1! 13,00
butirosina e neomicina
0as04911:secrecdo de 5 GNAQ?, KCNMA12,
insulina 16 KCNN3?2 17,00
0as04012: via de 5 ABL2?, SHC1?,
sinalizacéo ErbB L7 PIK3R12 18,00
/i 1 2
. 0.51301915. via (lje 222 GNAQ ,SH2C:1 , 2200
sinalizacdo de estrogeno PIK3R1
0as04066: 5 HK1!, HKDC1?,
via de sinalizagdo HIF-1 2.2 PIK3R12 22,00
0as01200: metabolismo 5 HK1!, HKDC1?,
de carbono 2.9 PKLR? 29,00
0as05169:infeccdo pelo P TRAF3?, EIF2AK2?,
] . 33 ) 32,00
virus Epstein-Barr PIK3R1
TRAF3?, EIF2AK2?
. H -2 ’ 1
0as05160:hepatite C 3,8 PIK3R12 36,00
0as04950:diabetes com
inicio da maturidade dos 4,82 NEUROG3!, PKLR? 43,00

jovens

1Gene presente em regido relacionada a EGS; ?Gene presente em regido relacionada a AOL; *FDR:Taxa

de falsa descoberta (%).

4. Conclus6es
A utilizagdo de genes presentes em regides relacionadas aos fenotipos area de
olho de lombo e espessura de gordura subcutdnea possibilitou o enriquecimento de

importantes termos de ontologia e vias metabolicas relacionados aos metabolismos
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proteicos, glicolitico e lipidico, que influenciam diretamente a musculosidade e
deposicédo de gordura em ovinos.
Algumas conclusdes importantes podem ser destacadas:

e Os termos de ontologias mais significativamente enriquecido a partir dos genes
relacionados a AOL, estdo presentes genes que participam diretamente da
migracdo celular e de processos relacionados a este. Com a utilizagdo do
conjunto génico relacionado a EGS, os genes HK1 (hexoquinase 1) e HKDC1
(hexoquinase contendo dominio 1) participaram de trés termos de ontologia
diretamente relacionados ao metabolismo de glicose.

e As analises de vias KEGG com 0s genes presentes nas regides delimitadas para
AOL possibilitaram a identificacdo das vias de sinalizacdo Ras, PI3K-Akt e
ErbB, que atuam diretamente no desenvolvimento e homeostase muscular.

e Com o conjunto de genes presentes nas regides delimitadas para EGS, foi
possivel a identificacdo da via de sinalizacdo HIF-1, que atua na regulacdo do
metabolismo lipidico.

e Com todos os genes presentes nas regides relacionadas a AOL e EGS, foi
possivel realizar o enriquecimento de seis processos bioldgicos, dois
componentes celulares e quatro funcdes moleculares. O processo bioldgico mais
significativamente enriquecido foi a homeostase de glicose celular
(G0O:0001678), que é essencial para a manutencdo das atividades celulares e dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento corporal, como mencionado
anteriormente.

e Com excecao dos termos de ontologia GO:0060113, GO:0016477, GO:0010976
e G0O:0004396, os demais termos foram enriquecidos com a participagdo de
genes presentes nas regides relacionadas as duas caracteristicas em estudo, o que
faz este resultado corroborar com alguns estudos com ovinos, que sugerem que
ha correlacdo genética entre desenvolvimento muscular e deposi¢do de gordura.

e Com a utilizagdo do conjunto génico completo, ou seja, todos 0s genes presentes
nas regides relacionadas a AOL e EGS, foi possivel realizar o enriquecimento de
seis processos bioldgicos, dois componentes celulares e quatro fungoes
moleculares e o processo biolégico mais significativamente enriquecido, neste

caso, foi a homeostase de glicose celular (GO:0001678), que é essencial para a
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manutencdo das atividades celulares e dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento corporal, como mencionado anteriormente.

e 12 vias metabdlicas foram significativamente enriquecidas (P<0,05) com a
utilizacdo do conjunto génico completo, no qual a principal via metabdlica
identificada foi a via de sinalizacdo de insulina, essencial para a manutencéo de
diversos processos que estdo associados ao desenvolvimento muscular e
deposicdo de gordura em animais de producdo e atividades celulares e dos

mecanismos envolvidos no desenvolvimento corporal.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de informacdo de SNPs associados com caracteristicas de interesse
econémico, como o rendimento de carcaca e a qualidade de carne, aliados com estudos
de comparacdo de genomas de espécies filogeneticamente relacionadas, representam
excelentes ferramentas para a identificacdo de genes candidatos importantes.

A quantidade de informacdes utilizada no presente estudo foi relativamente
pequena, comparada a outros trabalhos de genémica comparativa, mas ainda assim,
esses resultados mostraram-se satisfatorios e servirdo como aporte para mais estudos
relacionados aos fatores genéticos que influenciam as caracteristicas associadas a
carcaga em pequenos ruminantes.

Nesta pesquisa, importantes genes e regides relacionados com 0s processos de
desenvolvimento muscular e deposicdo de gordura foram evidenciados: 38 genes
candidatos imediatos, dos quais 26 sdo relacionadas a musculosidade e 12 a deposicao
de gordura subcutanea; foram identificadas e propostas como potenciais candidatas trés
genes para AOL (ENSOARG00000005535, LOC101104530 e
ENSOARGO00000005104) e duas regides ainda n&o descritas para EGS (CR2:
127924874-127925647 e CR2:127924874-127925647). Isto contribui para o
entendimento sobre a funcdo e expressdo desses genes em outras espécies diretamente
relacionadas filogeneticamente, através da genémica comparativa. Entretanto, para ser
confirmada a candidatura de um determinado gene, estudos mais detalhados da estrutura

e expressao génica sdo necessarios.

Estudos mais aprofundados sobre a expressdo desses genes poderdo confirmar a
candidatura dos mesmos e recomendar seu uso nos critérios de selecdo em programas de
melhoramento genético de ovinos de corte. Essas informagdes poderdo dar suporte a
estudos gendbmicos em ovinos, assim como, a identificacdo e selecdo de animais com

maior rendimento e melhor qualidade de carcaca.
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Tabela Suplementar 1 - Regifes gendmicas relacionadas a area de olho de lombo (AOL) em ovinos Santa Inés* e regides extrapoladas para

analise no presente estudo.

*Sena (2019) Presente estudo
] ) Tamanho Tamanho ) ] Tamanho em Tamanho em
OAR Inicio (pb) Fim (pb) LAumento (pb)  Z2Inicio (pb)  3Fim (pb)
(pb) (Mb) PB Mb
1 103.626.285 104.115.107  488.822 0,4888 113.188 103.513.097 104.228.295 715.198 0,7152
1 241.611.252 242.256.369  645.117 0,6451 281.018 241.330.234 242.537.387 1.207.153 1,2072
2 247.483.890 247.867.842  383.952 0,3839 68.354 247.415.536 247.936.196 520.660 0,5207
4 116.002.333  116.343.298  340.965 0,3410 65.077 115.937.256 116.408.375 471.119 0,4711
4 70.440.497  70.888.676  448.179 0,4482 117.945 70.322.552  71.006.621 684.069 0,6841
5 55.647.041  57.012.951 1.365.910  1,3659 390.037 55.257.004  57.402.988 2.145.984 2,1460
5 60.500.082  60.910.900  410.818 0,4108 55.500 60.444.582  60.966.400 521.818 0,5218
6 74422550  74.961.416  538.866 0,5389 100.420 74.322.130  75.061.836 739.706 0,7397
8 29.854.902  30.172.605  317.703 0,3177 73.016 29.781.886  30.245.621 463.735 0,4637
8 45222581  45.685.221  462.640 0,4626 114,131 45.108.450 45.799.352 690.902 0,6909
10 83.151.438  83.451.800  300.362 0,3004 58.914 83.092.524  83.510.714 418.190 0,4182
12 58.410.632  59.021.348  610.716 0,6107 86.815 58.323.817 59.108.163 784.346 0,7843
12 68.910.684  69.196.281  285.597 0,2856 57.839 68.852.845 69.254.120 401.275 0,4013
16 11.417.839  11.788.270  370.431 0,3704 62.173 11.355.666  11.850.443 494777 0,4948
18 66.371.408  67.250.289  878.881 0,8789 180.778 66.190.630 67.431.067 1.240.437 1,2404

Continua
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20 31.443.849  31.983.671  539.822 0,5398 173.515 31.270.334  32.157.186 886.852 0,8869
23 9.073.407 9.598.680 525.273 0,5253 115.228 8.958.179 9.713.908 755.729 0,7557
25 32.244.874  32.531.667  286.793 0,2868 53.950 32.190.924  32.585.617 394.693 0,3947

OAR:cromossomo autossémico da espécie Ovis aries; pb: pares de base; Mb: mega pares de base; 'Tamanho da regido adicionada a cada lado das janelas associadas a AOL
identificadas por Sena (2019), com base na maior distancia entre pares de SNPs adjacentes presentes nas janelas mostradas no estudo referéncia; 2Inicio da regido genémica

utilizada no presente estudo apés a adicdo da extrapolagdo; *Final da regido genémica apés adicdo da extrapolagéo.
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Tabela Suplementar 2 — Regides gendmicas relacionadas a espessura de gordura subcutanea (EGS) em ovinos Santa Inés* e regides extrapoladas

para analise no presente estudo.

*Sena (2019) Presente estudo
) ) Tamanho Tamanho | Extrapolagéo ) ) Tamanho em Tamanho em
OAR Inicio (pb) Fim (pb) 2Inicio (pb)  3Fim (pb)
(pb) (Mb) (pb) PB Mb
1 81.223.040  81.762.074  539.034 0,5390 151.326 81.071.714  81.913.400 841.686 0,8417
2 54.304.983  54.859.065  554.082 0,5541 116.515 54.188.468 54.975.580 787.112 0,7871
2 207.523.564 207.861.282  337.718 0,3377 52.569 207.470.995 207.913.851 442.856 0,4429
2 127.994.859 128.448.469  453.610 0,4536 89.089 127.905.770 128.537.558 631.788 0,6318
2 58.377.511  58.805.835  428.324 0,4283 55.101 58.322.410 58.860.936 538.526 0,5385
3 91.413.691  91.908.160  494.469 0,4945 113.206 91.300.485 92.021.366 720.881 0,7209
3 195.104.765 195.620.265 515.500 0,5155 110.371 194.994.394 195.730.636 736.242 0,7362
3 86.273.231  86.864.592  591.361 0,5914 122.597 86.150.634  86.987.189 836.555 0,8366
4 70.777.595  71.117.749  340.154 0,3402 56.848 70.720.747  71.174.597 453.850 0,4539
7 74.829.782  75.197.725  367.943 0,3679 55.096 74.774.686  75.252.821 478.135 0,4781
7 62.785.817  63.631.984  846.167 0,8462 184.132 62.601.685 63.816.116 1.214.431 1,2144
8 37.883.088  38.263.778  380.690 0,3807 62.407 37.820.681  38.326.185 505.504 0,5055
8 65.291.460  65.744.396  452.936 0,4529 103.948 65.187.512  65.848.344 660.832 0,6608
9 69.276.855  69.634.999  358.144 0,3581 76.939 69.199.916 69.711.938 512.022 0,5120
9 20.247.556  20.592.464  344.908 0,3449 60.309 20.187.247  20.652.773 465.526 0,4655

Continua
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12 16.132.429  16.608.566  476.137 0,4761 172.736 15.959.693  16.781.302 821.609 0,8216
16 58.712.294  58.991.667  279.373 0,2794 55.787 58.656.507  59.047.454 390.947 0,3909
17 42.416.982  42.967.825  550.843 0,5508 78.642 42.338.340  43.046467 708.127 0,7081
23 30.815.656  31.304.735  489.079 0,4891 93.153 30.722.503  31.397.888 675.385 0,6754
25 25.257.437  25.716.923  459.486 0,4595 94.147 25.163.290 25.811.070 647.780 0,6478

OAR:cromossomo autossémico da espécie Ovis aries; pb: pares de base; Mb: mega pares de base; ‘Tamanho da regido adicionada a cada lado das janelas associadas a EGS
identificadas por Sena (2019), com base na maior distancia entre pares de SNPs adjacentes presentes nas janelas mostradas no estudo referéncia; 2Inicio da regido genémica

utilizada no presente estudo apds a adicdo da extrapolagéo; *Final da regido gendmica apés adigdo da extrapolagio.
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Tabela Suplementar 3. RegiGes gendmicas relacionadas a area de olho de lombo mensurada por ultrassonografia em tempo real em ovinos Santa Inés.

Cromossomo: Regido?

Genes

1:103513097-104228295

KCNNS3, PMVK, PBXIP1, SHC1, DCST2, KRTCAP2, THBS3, GBA, FAM189B, SCAMP3, CLK2, PKLR, ASH1L, DPM3,

CKS1B, FLAD1, ZBTB7B, DCST1, ADAM15, EFNA1, SLC50A1, TRIM46, MTX1, HCN3, LENEP, EFNA4, EFNAS3, MUC1,

ENSOARG00000004341, ENSOARG00000023246

1:241330234-242537387 ENSOARG00000025624
) ACTLS8, ARHGEF10L, ENSOARG00000025866, ENSOARG00000025867, ENSOARG00000025868,
2:247415536-247936196 ENSOARG00000025869

4:115937256-116408375

HTR5A, ENSOARG00000006061, ENSOARG00000006181, PAXIP1, ENSOARG00000006565

4:70322552-71006621

NPVF, C7orf31, WSB1, OSBPL3, ENSOARG00000024588, ENSOARG00000024707, LOC101107954

5:55257004-57402988

DPYSL3, JAKMIP2, SPINK1, C5H50rf46, STK32A, SCGB3A2, SPINKS5, SPINK6, PPP2R2B, SPINK7, FBXO38, HTR4,
ENSOARG00000003500, ENSOARG00000004408, ENSOARG00000004453, LOC101116828, ENSOARG00000004524,
ENSOARG00000004867, ENSOARG00000014332, ENSOARG00000021234

5:60444582-60966400

GLRA1, G3BP1, ATP5MPL, ENSOARG00000014409, C6H40rf19

6:74322130-75061836

8:29781886-30245621

PDSS2, BEND3, C8H60rf203, ENSOARG00000011078, CD24

8:45108450-45799352

ENSOARG00000012275, ENSOARG00000027023, ENSOARG00000027024

10:83092524-83510714

MYO16

12:58323817-59108163

ABL2, NPHS2, FAM20B, TOR3A, SOAT1, AXDND1, TDRDS5, RALGPS2, ANGPTL1, FAM163A

12:68852845-69254120

ATF3, NSL1, BATF3, SPATA45, TATDN3, ENSOARG00000005299, ENSOARG00000025465

16:11355666-11850443

PIK3R1

18:66190630-67431067

Continua

CDC42BPB, XRCC3, PPP1R13B, ATPSMPL, RD3L, MARK3, TRMT61A, BAG5, TDRD9, TRAF3, APOPT1, AMN,
ENSOARGO00000005499, TNFAIP2, ENSOARG00000005535, EIF5, ENSOARG00000005800, KLC1,
ENSOARG00000006331, ENSOARG00000006510, ENSOARG00000007159, ENSOARG00000007166,

ENSOARGO00000007170, ENSOARG00000007197, ENSOARG00000007222, LOC101104530, ENSOARG00000026466,
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ENSOARG00000026467, ENSOARG00000026468, ENSOARG00000026469, ENSOARG00000026470,
ENSOARG00000026471

90:31270334-32157186 CARMIL1, ARMH2, GMNN, KIAA0319,TDP2, ALDH5A1, GPLD1,,LOC101106806, ENSOARG00000005945,
' ENSOARG00000005997, ENSOARG00000006103, ENSOARG00000005104, ENSOARG00000005436 , FAM65B

23:8958179-9713908 DSEL, ENSOARG00000026154

25:32190924-32585617 KCNMA1, ENSOARG00000009394

3Posicio em pares de bases (assembly Oar_v4.0); "Porcentagem de variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes.
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Tabela Suplementar 4. Regides genémicas relacionadas a espessura de gordura subcutdnea mensurada por ultrassonografia em tempo real em

ovinos Santa Inés.

Cromossomo: Regido®

Genes

1:81071714-81913400

ENSOARG00000011145, LOC101119348)

2:54188468-54975580

TLE1, LOC101110483

2:207470995-207913851

ADAM23, DYTN, FASTKD2, MDH1B, ENSOARG00000018828, ENSOARG00000025842, ENSOARG00000025843

2:127905770-128537558

ENSOARG00000016891

2:58322410-58860936

GNA14, GNAQ,

3:91300485-92021366

BIRC6, NLRC4, SLC30A6, SPAST, YIPF4, MEMO1, ENSOARG00000024388

3:194994394-195730636

AEBP2, PLEKHA5, ENSOARG00000020236, ENSOARG00000024921

3:86150634-86987189

CEBPZ, EIF2AK2, NDUFAF7, PRKD3, QPCT, SULT6B1, GPATCH11, HEATR5B, ENSOARG00000025996,
ENSOARGO00000025997

4:70720747-71174597

OSBPL3, WSB1, DFNAS5, MPP6, ENSOARG00000010705, ENSOARG00000024588, ENSOARG00000024707

7:74774686-75252821

ENSOARGO00000024177, ENSOARGO00000026717

7:62601685-63816116

BMP4, DDHD1

8:37820681-38326185

FBXL4, LOC101112574

8:65187512-65848344

ENSOARG00000024104, ENSOARG00000027037

9:69199916-69711938 ANGPT],
9:20187247-20652773 ZFAT
12:15959693-16781302 ENSOARG00000024013, ENSOARG00000025433
16:58656507-59047454 TRIO

17:42338340-43046467

CTSO, ENSOARG00000025674

23:30722503-31397888

PSMAS, SS18, TAF4B, KCTD1, ENSOARG00000026180, ENSOARG00000026181

25:25163290-25811070

HK1, HKDC1, NEUROGS3, SRGN, SUPV3L1, TACR2, TSPAN15, VPS26A, C25H100rf35, ENSOARG00000023294,
ENSOARG00000024696

3Posicdo em pares de bases (assembly Oar_v4.0); "Porcentagem de variancia genética explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes.
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Tabela Suplementar 5 — Genes candidatos imediatos presentes nas regides relacionadas a

AOL na espécie Ovis aries e funcdes bioldgicas mais relevantes.

Gene

Funcao disponivel no Biomart (Uniprot)

KCNN3
(Membro 3 da subfamilia N do
canal de potassio ativado por

calcio)

Transporte de ions de potassio; transporte de ions de
potéssio pela transmembrana; atividade do canal de
potéssio ativado por célcio

PMVK

(Quinase fosfomevalonato)

Resposta ao colesterol; processo biossintético de
esteroide; processo biossintético de colesterol; processo
metabolico lipidico; processo biossintético esteroide;

atividade de fosfomevalonato quinase

SHC1 (SHC adaptador de
proteina 1)

Transducdo de sinal; ligacdo ao receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina; ligacdo ao receptor
de insulina; resposta celular ao estimulo do fator de
crescimento; adesdo célula-célula; reorganizacdo do
citoesqueleto de actina; receptor de ligacdo tirosina

quinase; regulacdo da proliferacdo da populagéo celular

TRIM46
(Tripartite motif containing 46)

Ligacdo de ions de zinco; ligacdo de ions metélicos;

organizacdo do citoesqueleto de microtubulos.

GBA

(Glicosilceramidase beta)

Autofagia; processo metabdlico do colesterol; regulacéo

do processo metabdlico das proteinas celulares;

regulacao positiva da lipidacdo das proteinas.

SCAMP3
(Proteina 3 da membrana

transportadora secretora)

Transporte de proteinas; ligagdo a ubiquitina proteina

ligase.

CLK2

(CDC semelhante a quinase 2)

Regulacdo negativa da gliconeogénese; atividade da

proteina tirosina quinase; atividade da proteina

serina/treonina quinase; ligagdo de proteinas idénticas;

atividade da proteina quinase

HCN3
(Canal de potéssio 3 blogueado
por nucleotideo ciclico ativado
por hiperpolarizagdo)

Transporte transmembranar de ions de potassio;
transporte transmembranar de ions de sddio; transporte

de ions potassio

Continua
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PKLR

(Piruvato-quinase L/R)

Ligacdo de ions magnésio; processo glicolitico;

atividade de quinase; fosforilagdo; ligagdo de ions de

potassio; atividade de piruvato cinase

DPM3
(subunidade 3 de doliclil-fosfato

manosiltransferase, reguladora)

Reticulo endoplasmatico; glicosilacdo de proteinas;

regulacdo de estabilidade protéica

MYO16 Atividade motora; complexo de miosina; ligacdo de
(Miosina XVI) actina; sinalizacdo de fosfatidilinositol 3-quinase
ATF3 Diferenciacdo de células do mdsculo esquelético;
(Fator de ativagéo da transcricdo | gliconeogénese
3)
ABL2 Atividade da proteina tirosina quinase; ligacdo de ions

(Proto-oncogene 2 ABL,

tirosina-quinase ndo receptora)

magnésio; atividade da quinase; fosforilacdo

SOAT1

(Esterol O-aciltransferase 1)

Atividade da O-aciltransferase de colesterol; ligacdo ao
colesterol; processo metabdlico do colesterol; reticulo
endoplasmatico.

PIK3R1
(Subunidade reguladora 1 da
fosfoinositida-3-quinase)

Transducdo de sinal; resposta celular ao estimulo a
insulina; ligacdo a insulina; ligacdo ao receptor do fator

de crescimento semelhante a insulina.

TRAF3 Transducdo de sinal; ligacdo de ions de zinco; regulacdo

(Fator 3 associado ao receptor de | do processo apoptotico; ligacdo de ions metélicos;
TNF) ligacdo de ions de zinco; ligacdo de proteina quinase

CDC42BPB Ligacdo de ions metalicos; atividade da proteina serina /

(Proteina guinase beta de treonina-quinase; atividade da proteina quinase;

ligacdo ao CDC42) organizacdo do citoesqueleto de actina; atividade da

quinase; fosforilagcdo da proteina.
MARK3 Atividade da proteina quinase; atividade da proteina

(Quinase 3 reguladora da

afinidade de microtubulos)

serina / treonina quinase; atividade da quinase;

fosforilagdo da proteina.

ENSOARG00000005800

Atividade da creatina quinase; atividade da quinase;
fosforilagdo; processo biossintético da fosfocreatina;

atividade catalitica.

Continua
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BAG5
(Atanogene 5 associado a BCL2)

Ligacdo da ubiquitina & proteina ligase; ligacdo de
chaperona; ligacdo de proteina quinase; organizacao de
Golgi; actina filamentosa; regulacdo positiva da
polimerizacdo de filamentos de actina; formacdo de

redes de filamentos de actina

CARMIL1 Actina filamentosa; regulacdo positiva da polimerizacéo
(Regulador de proteina de de filamentos de actina; formacao de redes de filamentos
nivelamento e ligador 1 de de actina

miosina 1)

ENSOARG00000005104 Ligacdo de ions de zinco; atividade da oxidoredutase;
processo catabdlico do heme; processo de reducdo da
oxidacao

RIPOR2 Desenvolvimento de fibras do musculo esquelético

(Regulador de polarizagéo
celular 2 que interage com a
familia RHO)

GPLD1
(Fosfolipase D1 especifica de

glicosilfosfatidilinositol)

Resposta celular ao triglicerideo; resposta celular ao
colesterol; resposta celular ao ion calcio; regulacédo
positiva do processo apoptotico; resposta celular ao

estimulo a insulina.

KCNMA1
(Subfamilia M alfa 1 de canais

de potassio ativados por calcio)

Transporte de ions potéssio; resposta ao ion célcio;
atividade do canal de potéassio ativado por célcio; ligacdo

de actina

GLRA1
(Receptor de glicina alfa 1)

Ligacdo de ions de zinco; contragdo muscular; ligacdo

de taurina
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Tabela Suplementar 6 - Genes candidatos imediatos presentes nas regides relacionadas a

EGS na espécie Ovis aries e fungdes biologicas mais relevantes.

Gene

Funcéo disponivel no Biomart (Uniprot)

LOC101119348
(Gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase)

Processo glicolitico; processo metabdlico de glicose

ADAM23 *Nao foram identificados termos relevantes neste gene em

(Dominio ADAM ovinos, mas este apresenta funcdes ligadas a adipogénese
metalopeptidase 23) em outras espécies

EIF2AK2 Resposta ao interferon alfa; regulacdo negativa da

(Fator de iniciacdo da
traducdo eucariotica 2 alfa-

cinase 2)

proliferacdo de osteoblastos, atividade da proteina cinase,

fosforilacdo da proteina

OSBPL3
(Ligante de oxysterol

semelhante a proteina 3)

Transporte de lipidios; ligacao de colesterol

GNAQ
(Subunidade alfa g da

Atividade ativadora de GTPase; Via sinalizacdo do

receptor acoplado a proteina G; Regulacdo da via de

protein G) sinalizacdo Wnt canénica
DYTN Ligacdo de ions metalicos; ligacdo de ions zinco; interacdo
(Distrotelina) seletiva e ndo covalente com ions (Zn).
NEUROG3 Desenvolvimento do pancreas enddcrino;

(Neurogenina 3)

Transdiferenciacdo

QPCT (Ciclotransferase de
glutaminil-peptideo)

Ligac&o de ions zinco.

HKDCL1 (Hexocinase

contendo dominio 1)

Processo glicolitico; Atividade da glucocinase; Processo

metabolico de carboidratos

HK1 (Hexokinase 1)

Processo glicolitico; Atividade quinase; Ligacdo de glicose

CDC42EP3 Citoesqueleto de actina
(Proteina efetora CDC42 3)
MDH1B Atividade de malato desidrogenase; processo de reducao

(Malato desidrogenase 1B)

de oxidac&o; atividade catalitica



http://www.ensembl.org/ovis_aries/Gene/Summary?db=core;g=ENSOARG00000018708
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LISTA DE GENES CODIFICANTES PRESENTES NAS REGIOES

ABL2
ACTLS8
ADAM15
ALDH5A1
AMN
ANGPTL1
APOPT1
ARHGEF10L
ASH1L
ATF3
ATOX1
ATPSMPL
AXDND1
BAG5
BATF3
BEND3
C20H60rf229
C5orf46
C6H4orf19
C7orf3l
C8H60rf203
CARMIL1
CD24
CDC42BPB
CKS1B
CLK2
DCST1
DCST2
DPM3
DPYSL3
DSEL

EFNAL

EFNA3

EFNA4

EIF5
ENSOARGO00000003500
ENSOARG00000004341
ENSOARG00000004408
ENSOARG00000004453
ENSOARG00000004524
ENSOARG00000004867
ENSOARG00000005104
ENSOARG00000005299
ENSOARG00000005499
ENSOARGO00000005535
ENSOARG00000005800
ENSOARG00000005945
ENSOARGO00000006061
ENSOARG00000006103
ENSOARG00000006127
ENSOARG00000006181
ENSOARG00000006331
ENSOARG00000006510
ENSOARG00000006565
ENSOARG00000007159
ENSOARG00000007166
ENSOARGO00000007170
ENSOARGO00000007197
ENSOARG00000007222
ENSOARG00000009394
ENSOARG00000011078
ENSOARG00000012275

ANALISADAS PARA AREA DE OLHO DE LOMBO

ENSOARG00000014332
ENSOARG00000014409
FAM163A
FAM189B
FAM20B
FAM65B
FBXO38
FLAD1

G3BP1

GBA

GLRA1

GMNN

GPLD1

HCN3

HTR4

HTR5A
JAKMIP2
KCNMA1
KCNN3
KIAA0319
KLC1
KRTCAP2
LENEP
LOC101104530
LOC101106806
LOC101107954
LOC101116828
MARK3

MTX1

MUC1

MYO16



NPHS2
NPVF
NSL1
OSBPL3
PAXIP1
PBXIP1
PDSS2
PIK3R1
PKLR
PMVK
PPP1R13B
PPP2R2B
RALGPS2

RD3L
SCAMP3
SCGB3A2
SHC1
SLC50A1
SOAT1
SPATA45
SPINK1
SPINK5
SPINK6
SPINK7
STKS32A
TATDN3
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TDP2
TDRD5
TDRD9
THBS3
TNFAIP2
TOR3A
TRAF3
TRIM46
TRMT61A
WSB1
XRCC3
ZBTB7B



LISTA DE GENES CODIFICANTES PRESENTES NAS REGIOES
ANALISADAS PARA ESPESSURA DE GORDURA SUBCUTANEA

ADAM23
AEBP2

ANGPT1

BIRC6

BMP4

C25H100rf35
CDC42EP3

CEBPZ

CTSO

DDHD1

DFNA5

DYTN

EIF2AK2
ENSOARG00000010705
ENSOARG00000011145
ENSOARG00000018828
ENSOARG00000020236
FASTKD2

FBXL4

GNA14

GNAQ

GPATCH11

HEATRSB

HK1

HKDC1

KCTD1
LOC101110483

ZFAT

LOC101112574
LOC101119348
MDH1B
MEMO1
MPP6
NDUFAF7
NEUROG3
NLRC4
OSBPL3
PLEKHA5
PRKD3
PSMAS
QPCT
SLC30A6
SPAST
SRGN
Ss18
SULT6B1
SUPV3L1
TACR2
TAF4B
TLE1
TRIO
TSPAN15
VPS26A
WSB1
YIPF4
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