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RESUMO

SALAZAR CARABALLDO, Luis Andrés. Estudo de associacdo gendmica ampla e analise de
tendéncia genética aplicados a prolificidade na raca Santa Inés. 2020. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade federal do Piaui, Teresina, 2020.

A inclusdo de informacdo gendmica pode ajudar na identificacdo de regides cromossémicas
associadas a prolificidade, bem como na avaliacdo da tendéncia genética desta caracteristica ao
longo dos anos, de modo a auxiliar no entendimento da dinamica reprodutiva de uma
determinada raca. Portanto, objetivou-se realizar um estudo de associacdo gendmica ampla
(GWAS) para identificar regides associadas a prolificidade na raga ovina Santa Inés, assim
como uma analise para verificar a tendéncia genética desta caracteristica na populacao avaliada.
Foram utilizados 1.584 registros de prolificidade ocorridos entre os anos de 2000 e 2018,
referentes a 715 fémeas, criadas em 18 fazendas. O numero de animais na genealogia foi igual
a 1.696. Destes, 389 individuos foram genotipados com o painel Ovine SNP50 BeadChip
(IMumina Inc.). No Capitulo I, foi utilizada a metodologia single-step GWAS (ssGWAS) para
a identificacdo de regides genbmicas associadas a prolificidade. Foram identificadas 21 janelas
de 10 SNPs adjacentes que explicaram pelos menos 0,5% da variancia genética aditiva para a
caracteristica avaliada. Nessas regiGes foram identificados genes que, possivelmente, estdo
envolvidos na secrecdo de horménios que influenciam os distintos processos reprodutivos da
fémea, assim como genes envolvidos na manutencdo do embrido desde a concepcao até a etapa
do nascimento. No Capitulo I, foram utilizadas as metodologias BLUP (Best Linear Unbiased
Predictor) e ssGBLUP (Single-step Genomic Best Linear Unbiased Predictor) para predizer 0s
valores genéticos e estimar a tendéncia genética para prolificidade na raca Santa Inés. Os
resultados deste estudo mostraram que 0 progresso genético para a caracteristica prolificidade
em ovinos da raca Santa Inés criados na sub-regido Meio-Norte do Brasil foi, praticamente,
zero nas Ultimas trés décadas avaliadas. Os valores de tendéncia genética obtidos com uso dos
métodos BLUP e ssGBLUP ndo mostraram diferenca aparente. Além disso, foram observadas
leves flutuagdes ao longo da maior parte dos anos avaliados, provavelmente devido as diferentes
guantidades de animais nascidos em cada ano. Os resultados indicaram que a prolificidade
apresenta natureza poligénica na populacdo ovina avaliada, destacando genes associados a
manutencdo do embrido durante todo o ciclo gestacional. As baixas tendéncias genéticas podem
significar que os esquemas de selecdo para prolificidade na raga Santa Inés sdo inexistentes ou
ndo tém sido efetivos para promover ganhos genéticos.

Palavras-chave: BLUP, ganho genético, ovinos de corte, parto multiplo, ssGBLUP, ssGWAS



ABSTRACT

SALAZAR CARABALLO, Luis Andrés. Genome-wide association study and genetic
trends analysis applied to prolificacy in Santa Ines sheep breed. 2020. Dissertation (Master
in Animal Science) - Federal University of Piaui, Teresina, 2020.

The inclusion of genomic information can help in the identification of chromosomic regions
associated with prolificacy as well as the assessment of the genetic trend of this trait, during a
period of time, and for understanding the reproductive dynamic of a specific breed. Therefore,
it was performed a genome-wide association study (GWAS) to identify genomic regions related
to prolificacy in Santa Ines sheep breed and, also, a genetic trend analysis of this trait in the
studied population. A total of 1.584 prolificacy records taken between years 2000 and 2018,
belonging to 715 females reared in 18 farms, were used. The number of animals in the
numerator relationship matrix were 1.696, of which 389 individuals were genotyped using the
Ovine SNP50 BeadChip panel (Illumina Inc.). In Chapter 1, the single-step GWAS (ssGWAS)
methodology was used to identify genomic regions associated with prolificacy. A total of 21
windows of 10 adjacent SNPs that explained, at least, 0,5% of additive genetic variance for
prolificacy were identified. In those regions were identified genes which, provably, are involved
in hormone secretion that influence the different female reproductive processes, as well as genes
involved in embryo maintaining from the conception stage until parturition. In Chapter I, the
BLUP (Best Linear Unbiased Predictor) and ssGBLUP (Single-step Genomic Best Linear
Unbiased Predictor) methodologies were used to estimate the genetic trends for prolificacy in
Santa Ines sheep breed. The results of this study showed that the genetic progress for prolificacy
in Santa Ines sheep breed reared in the Mid-North sub-region of Brazil was, almost, zero in the
last three assessed decades. The genetic trends values, obtained with BLUP and ssGBLUP
methodologies, didn’t show apparent differences. Furthermore, little variation was observed
during the full period of study due, probably, to the different number of animals born in each
year. The results indicated that prolificacy is polygenic in the evaluated sheep population,
highlighting genes associated with embryo normal development during the gestational cycle.
The low genetic trends obtained might mean that selection for prolificacy in Santa Ines sheep
are inexistent or have not been effective to promote genetic progress.

Keywords: BLUP, genetic gain, meat sheep, multiple lambing, ssGBLUP, ssSGWAS
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1 INTRODUCAO GERAL

A raca Santa Inés possui um dos maiores efetivos de rebanho registrados, em
comparacdo a outras ragas ovinas, no Brasil (MCMANUS et al., 2014a, 2014b; AMORIM et
al., 2018). No entanto, do ponto de vista bioldgico, a raca Santa Inés é um material genético
novo e, de certa forma, ainda pouco conhecido, que necessita de melhoria genética
(CARNEIRO et al., 2006; JUCA et al., 2016) em diversos componentes produtivos, como
qualidade de carcaca (ARAUJO; SIMPLICIO, 2002; SENA et al., 2020), e reprodutivos, como
a prolificidade (AMORIM et al., 2018).

A prolificidade é uma caracteristica de ordem fisiolégica, com variacbes dentro da
espécie e da raca. O indice de prolificidade, quando associado a fertilidade ao parto, € uma
medida importante para determinar a eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho
(MEDEIROS et al., 2006) e, consequentemente, da rentabilidade econémica da fazenda
(BENAVIDES; SOUZA; MORAES, 2018). A prolificidade se refere ao tamanho da ninhada
Ou ao namero animais nascidos por parto (BRADFORD, 1985). Esta caracteristica reprodutiva
é importante e tem alto valor econdémico (LOBO et al., 2011; CAM, et al., 2017).

As caracteristicas reprodutivas, geralmente, apresentam estimativas de herdabilidade
que variam de baixa a moderada magnitude e ndo exibem resposta notavel a selecdo fenotipica
(ABDOLI et al., 2016; LIMA et al.,, 2020). Isto se agrava porque um programa de
melhoramento animal tradicional baseia-se em caracteres fenotipicos e inimeros ciclos de
avaliacdo e selecdo (CHEN et al., 2011; AMAYA; MARTINEZ; CERON-MUNOZ, 2020). No
entanto, com a evolucdo da genética molecular houve avango no conhecimento da biologia dos
organismos e, como consequéncia, uma série de métodos surgiram para auxiliar no
melhoramento genético (KADARMIDEEN, 2014; MISZTAL et al., 2020). Alguns desses
métodos possibilitam a utilizacdo de informacéao de genes associados a habilidade reprodutiva,

0 que pode melhorar eficientemente a resposta a selecdo (ABDOLI et al., 2016).

Em consequéncia do desenvolvimento da biologia molecular, os métodos de selecéo
baseados em marcadores moleculares tornaram-se cada vez mais utilizados, pois oferecem alta
eficiéncia e rapidez nos ganhos genéticos (RESENDE et al., 2008; HAYES; GODDARD,
2010). Com o surgimento de modernos paineis de genotipagem e com o sequenciamento dos
genomas de varias espécies de interesse pecuario, tornou-se possivel a utilizacdo de

informagdes de marcadores espalhados de forma abrangente pelo genoma de algumas espécies
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animais. A utilizacdo deste tipo de informagdo passou entdo a ser chamada de genémica
(CAETANO, 2009; PEREIRA et al., 2013).

Entre as ferramentas gendmicas mais utilizadas no campo de melhoramento animal para
auxiliar na selecéo e identificacdo de novos genes, tem se a Selegdo Genémica Ampla (GWS)
e 0s Estudos de Associagdo Gendmica Ampla (GWAS). A GWAS baseia-se na identificagéo
de loci de caracteristicas quantitativas (QTL) (LI et al., 2017) e procura por associacdes entre
os loci e a variacdo fenotipica de uma caracteristica em uma populacdo (RESENDE et al.,
2014a). A GWS, proposta por Meuwissen, Hayes e Goddard (2001), caracteriza-se por nao
necessitar de conhecimento prévio das posi¢cdes dos QTLs e considerar o genoma como um

todo na estimacdo dos valores genéticos genémicos (GEBVS) (IBTISHAM et al., 2017).

Por meio da GWAS, é possivel realizar a identificacdo de marcadores do tipo
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) associados a caracteristicas de interesse (PETERS et
al., 2012; RESENDE et al., 2014a; FALEIRO et al., 2018). A identificacdo de SNPs associados
a caracteristicas de interesse, pode revelar novas interagdes nos mecanismos genéticos de um
fendtipo (SHARMA et al., 2015; MAREES et al., 2018) os resultados derivados de estudos
feitos aplicando a metodologia GWAS podem oferecer informacéo sobre a arquitetura génica
dos QTLs, a quantidade de genes e a importancia dos efeitos genéticos ndo aditivos de uma
caracteristica determinada (SCHMID; BENNEWITZ, 2017).

No entanto, ainda séo escassos os trabalhos que incluem informacdo genémica na
avaliacdo de caracteristicas reprodutivas, como a prolificidade, na raca Santa Inés (AMORIM
et al., 2018). Portanto, com esta pesquisa, objetivou-se aplicar um estudo de associagao
gendmica ampla para identificar regides gendmicas associadas a prolificidade em ovelhas da
raca Santa Inés, criadas na sub-regido Meio-Norte do Brasil, e verificar as tendéncias genéticas

para prolificidade na populagéo estudada.

A Dissertacdo esta estruturada com base nas normas do Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncia Animal da UFPI estabelecidas na Resolugcdo 001/03-CCMCA. A estrutura é
apresentada da seguinte forma: Parte introdutdria, constituida pela Introducgéo geral e Reviséo
de Literatura, em que consta a descricdo da proposta geral do trabalho e tdpicos de grande
relevancia pertinentes ao tema da pesquisa. O Capitulo I consiste em um estudo de associacéo
gendmica ampla aplicado a prolificidade em ovinos da raca Santa Inés. O Capitulo Il trata sobre
um estudo de tendéncia genética na raga Santa Inés com uso de informagdo fenotipica e

genotipica. Ao final, sdo apresentadas as Consideragdes Finais, em que sdo mostrados 0s
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principais aspectos inerentes a aplicacdo e relevancia desta pesquisa, assim como sugestdes

para sua continuagéo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da ovinocultura de corte no Brasil

A ovinocultura no Brasil tem sido destinada tanto a exploragdo econémica como a
subsisténcia familiar de zonas rurais (RAINERI; NUNES; GAMEIRO, 2015; GUILHERME et
al.,, 2017). A criacdo de ovinos, historicamente, tem se destacado na Regido Nordeste
(RIBEIRO; GONZALEZ-GARCIA, 2016), que continha perto de 68,5% do efetivo total
estimado de 19,7 milhdes de ovinos criados no Brasil, em 2019 (IBGE, 2019). Além disso, 0

pais possuia aproximadamente 1,6% do rebanho ovino mundial (FAO, 2019a).

Apesar dos nimeros expressivos da producdo de ovinos de corte, estimativas da
OECD/FAQ (2020) (Organisation for Economic Co-operation and Development/Food and
Agriculture Organization of the United Nations) indicam que o consumo per capita de carne
ovina no Brasil representa uma média de 0,5 kg. Este valor ¢ insignificante, quando comparado
com as estimativas de consumo per capita de fontes de proteina animal como as carnes suina
(12,8 kg), bovina (24,4 kg) e de aves (40,8 kg). Esta disparidade, em grande medida, é resultado
do empenho observado nas Ultimas décadas nestas cadeias mais eficientes, por meio da
estruturacdo, tecnificacdo e ampliacdo de suas receitas. Consequentemente, a cadeia da
ovinocultura deve adotar estas ligdes para entrar nesta competicdo e aumentar a quantidade e
qualidade da oferta de carne ovina (ALVES et al., 2014).

Embora o consumo da carne ovina no Brasil seja considerado baixo, devido a falta de
habito do consumidor, irregularidade da oferta, baixa qualidade e da apresentacdo inadequada
do produto oferecido no mercado interno, a oferta ainda é insuficiente para atender a demanda
(CARVALHO et al., 2016). A baixa oferta e excesso de demanda pela carne ovina no Brasil,
determinam a necessidade de compra do produto no mercado externo (ALVES et al., 2014,
(RAINERI; NUNES; GAMEIRO, 2015). Historicamente, o Uruguai tem sido o maior
exportador de carne ovina para o Brasil (VIANA; MORAES; DORNELES, 2015), com uma
representatividade média em torno a 75% do total anual (FAO, 2019b; MAPA, 2020) (Figura
1).
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M Total das importagdes por ano (t)
I Participagdo anual do Uruguai (%)

0%

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019

Al h 744,25 | 580,33 | 366,06 | 310,29 | 518,21 | 340,43 | 270,60 | 23522 | 175.79 | 189,84
Argentina 314,20 | 93.68 | 249.39 | 233.84 | 502.53 | 333.00 | 389.29 | 454.97 | 400.47 | 703.04
Australia 1937 | 684 | 7.88 | 28.73 | 9.70 | 30.69 | 45.69 | 44.81 | 0,00 | 15.33
Chile 107.07 | 266.53 | 182.26 | 339.48 | 309.46 | 390.52 | 510,98 | 509.35 | 587.31 | 426,84
China 733.83 | 595.91 | 485.85 | 694.63 | 760.58 | 574.10 | 856.69 |1137.97 810.42 [1215.91
Espauha 1775 | 439 | 8.72 | 27.57 | 49.11 | 17.26 | 5.94 | 21,04 | 7.73 | 1647
Estados Unidos 257.47 | 13238 | 25.62 | 0.00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 1333
Nova Zelandia 26,70 0,00 20,19 | 24,01 36,32 62,09 | 27,75 | 35,56 398 1,51
Uruguai 5944.46]4783 46| 5809.76|8245.54 9090.08 |6582.79|5429.37]5495.936538.19]3810.01

= T15%

Figura 1. Historico das importa¢Ges de carne ovina (in natura e miudezas), no Brasil. t: toneladas

Se 0 consumo per capita de carne ovina fosse de 0,5 kg (OECD/FAO, 2020), seria

necessaria uma producgdo proxima a 105 mil toneladas de carne ovina, para atender aos mais de
210 milhdes de habitantes do Brasil (FAO, 2020). O pais produziu um estimado de 97545
toneladas de carne ovina no ano 2019 (FAO, 2019a). Nesse mesmo ano, a importacgdo brasileira

de carne ovina (carne de ovino in natura e miudezas de carne de ovino) correspondeu a

aproximadamente 6392 toneladas, com um gasto aproximado de USD$ 43 milhdes (FAO,

2019a; MAPA, 2020). Em consequéncia, diante deste panorama, € preciso otimizar a producao

nacional de ovinos em todo o territdrio, especialmente nos grandes centros das regides Nordeste

e Sul. Com respeito a producdo derivada de ovinos, o Nordeste brasileiro é caracterizado como

uma zona produtora, principalmente, de carne ovina (HERMUCHE et al., 2013).
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2.2 Programas de melhoramento genético de ovinos no Brasil

Os primeiros animais domésticos (ovinos, caprinos, bovinos, etc.) foram introduzidos a
Ameérica do Sul pelos portugueses e espanhdis, na época da colonizacdo (MCMANUS; PAIVA;
ARAUJO, 2010). Ao longo de mais de quatrocentos anos de sele¢do natural, os animais que
foram incorporados ao Brasil adquiriram caracteristicas de rusticidade e sobrevivéncia aos
diferentes climas e sistemas de producédo locais (CRISPIM et al., 2017). Dentre as distintas
espécies mencionadas, a ovina apresenta grande importancia no contexto do melhoramento
genético a nivel nacional (RIBEIRO; GONZALEZ-GARCIA, 2016).

Apesar de a ovinocultura ter sido introduzida no Brasil ha séculos, seus nimeros nao
tém sido incrementados na mesma proporcao que outras espéecies domesticas (MCMANUS;
PAIVA; ARAUJO, 2010; HERMUCHE et al., 2013; LOBO, 2019). Isto é consequéncia de sua
estrutura que é composta, principalmente, por pequenos fazendeiros, 0s quais percebem a
ovinocultura como uma cultura secundaria, e o desinteresse dos maiores grupos de pesquisa
(MCMANUS:; PAIVA; ARAUJO, 2010). Por conta desses fatores, principalmente, os

programas de melhoramento genético de ovinos sdo escassos no Brasil.

A Associacdo Rio-Grandense de Criadores de Ovinos, atualmente denominada
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO), fundada em 1942, iniciou as primeiras
avaliacdes objetivas para selecdo de ovinos visando a melhoria na producéo e qualidade da 1a
(LOBO, 2006). O Programa de Melhoramento Genético dos Ovinos (PROMOVI) foi
considerado o primeiro programa de melhoramento de ovinos de forma objetiva. A abrangéncia
deste programa teve alcance regional, ao avaliar apenas em propriedades do Rio Grande do Sul,
mais de trinta mil reprodutores para a producédo de & e carne, entre 0s anos de 1977 e 1995
(MORALIS, 2000).

Outros programas de melhoramento que ja foram desenvolvidos no Brasil visando o
melhoramento genetico de ovinos sdo: 0 PMGSI/USP (Programa de Melhoramento Genético
da Raca Santa Inés), PROMOSI (Programa de Melhoramento Genético de Ovinos da Raca
Santa Inés) (LOBO; VILELLA; FACO, 2005; LOBO, 2006, 2007, 2019; SOUSA et al., 2008)
e 0 GENECOC (Programa de Melhoramento Genetico de Caprinos e Ovinos de Corte)
(MCMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010). Em linhas gerais, todos estes programas tinham o
objetivo primordial de otimizar a producdo de matérias primas (carne e pele) derivadas dos
ovinos, mediante estabelecimento de critérios de selecdo, condugdo de provas zootécnicas e
realizacdo de testes de progénie (LOBO; VILELLA; FACO, 2005).
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Alguns dos programas dedicados ao melhoramento genético de ovinos no Brasil ndo
tiveram continuidade, devido a falta de recursos e de interesse dos criadores. Além disso, outro
motivo para o encerramento desses programas € que alguns deles eram do tipo privado, de modo
que disponibilizavam pouca informacao ao publico. Dentre os programas mencionados acima,
apenas 0 GENECOC ainda esta ativo (MCMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010; LOBO, 2019).

2.3 Contexto do melhoramento genético para a caracteristica prolificidade na raga ovina

Santa Inés

Nas regides Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, que sdo caracterizadas por longas
estiagens, os ovinos deslanados representam uma importante fonte de proteina para a populagao
local. Nestas regides, a diversificacdo do mercado tem incrementado a aceitacdo do ovino como
uma opc¢do lucrativa (PAIVA et al., 2005; HERMUCHE et al., 2013; SANTOS; BORGES,
2019).

De acordo com L6bo et al. (2011), a criacdo de ovinos pode ter um beneficio econémico
positivo no semiarido. Nesta regido, o custo de oportunidade é praticamente zero, pois 0S
produtores ndo tém muitas opcBes e dispdem de poucas areas cultivaveis, nas quais a criacdo
de ovinos tem vantagens sobre outras atividades como a criagdo de bovinos. Esta é uma das
razdes que explicam porque os pequenos ruminantes tém sido usados pelos pequenos

fazendeiros por muitas décadas.

Dentre os rebanhos ovinos locais, a raga Santa Inés tem destaque, devido a sua boa
producdo de carne, boa habilidade materna, rapida entrada na maturidade e boa prolificidade
(= 1,3 cordeiros/parto). Além disso, esta raca conta com pouca ou nenhuma influéncia da
sazonalidade reprodutiva (BALARO et al., 2014; AGUIRRE et al., 2017). Isto pode ser uma

grande vantagem, em comparaco a outras ragas.

Incrementar a produtividade e a eficiéncia da producao de carne ovina € um fator chave
para melhorar a competitividade no mercado (SNOWDER; FOGARTY, 2009). Fatores como
a prolificidade, o niumero de cordeiros destetados e o rendimento de carcaca tém influéncia alta
na rentabilidade do produtor (LOBO et al., 2011; MCMANUS et al., 2011). Esses fatores
podem ser aperfeicoados através de melhores praticas de manejo. No entanto, os ganhos
potenciais obtidos por manejo e nutricdo apropriados podem ser afetados pelas condigdes
ambientais, sobretudo em condicGes extensivas. Em contraste, as melhorias genéticas de

caracteristicas que contribuem para a producdo de carne ovina sdo permanentes, acumulativas
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e sustentaveis (MONTOSSI et al., 2013; BERRY et al., 2017). Além disso, o incremento do
rendimento reprodutivo da fémea é uma alternativa eficiente na reducéo do custo de producédo
de carne, o qual pode ser explicado pelo aumento no nimero e peso de cordeiros criados por
fémea por ano que, por sua vez, é devido ao incremento na taxa de concepcdo, numero de
cordeiros nascidos por mée, ganho de peso da ninhada e sua sobrevivéncia até o abate (SAGHI,
SHAHDADI, 2017).

Dickerson (1970) sugeriu que o incremento do nimero de cordeiros comercializados
por fémea por ano é uma medida importante para melhorar a eficiéncia da producao de carne
ovina. Um estudo feito por Rajab et al. (1992) em trés racas (Santa Inés, Morada Nova e
Somalis) demonstrou que, na média das trés racas, os partos simples produziram animais com
2,7 kg ao nascimento e 18,7 kg ao desmame. Enquanto isso, em partos multiplos, foram
produzidos 4,2 kg e 27,7 kg de cordeiros ao nascimento e ao desmame, respectivamente.
Portanto, a producgdo foi, em média, 50% maior por desmame por fémea com parto multiplo.
Das trés racgas avaliadas, as crias da Santa Inés tiveram os melhores desempenhos médios na
categoria tamanho da ninhada (prolificidade), tanto ao nascimento (4,0 kg) quanto ao desmame
(26,9 kg). Além disto, Aguirre et al. (2017) mostraram uma tendéncia genética anual
ligeiramente negativa na raga Santa Inés, para prolificidade. Os dados utilizados por Aguirre et
al. (2017) foram oriundos da ASCCO (Associacdo Sergipana de Criadores de Caprinos e
Ovinos), dentro de um sistema de cria extensivo. Este resultado € um indicativo da necessidade

de selecdo e melhoraria genética desta caracteristica, na raca Santa Inés.

2.4 Fatores que influenciam a prolificidade em ovinos (Ovis aries)

Caracteristicas relacionadas com prolificidade como a idade ao primeiro parto,
quantidade de animais nascidos mortos e idade a puberdade tém efeito e impacto significativos
na economia da industria produtora de carne ovina (GEBRESELASSIE et al., 2020).

Os principais fatores que podem afetam a prolificidade sdo o desenvolvimento folicular
(PLAKKOT; MOHANAN; KANAKKAPARAMBIL, 2020), a taxa de ovulacdo (SOUZA et
al., 2014) e a mortalidade embrionaria (ELSEN et al., 1994; PETROVIC et al., 2007;
SHORTEN et al., 2013). Além disso, a prolificidade é uma caracteristica que esta relacionada
com a qualidade de odcitos produzidos pela ovelha em cada ciclo estral (WEBB et al., 2016).

A eficiéncia dos sistemas de producdo ovinos pode-se aumentar através da producéo por

ovelha, expressa em termos do numero de crias desmamadas e destinadas ao abate (CAM et al.,
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2017; HAILE et al., 2020). Nestes sistemas de producao, o numero de crias desmamadas esta
associado ao numero de ovelhas paridas em relacdo as fémeas cobertas ou expostas para
reproducdo (fertilidade) e ao numero de crias nascidas em relacdo as ovelhas paridas
(prolificidade) (SOUSA; LOBO; MORAIS, 2003). A fertilidade ao parto e a prolificidade do
rebanho podem ser definidas com as seguintes equaces (NOTTER, 2008; HALDAR et al.,
2014):

namero de matrizes paridas

o 0 Fertilidade = 100

namero de matrizes expostas

s numero de crias nascidas
e % Prolificidade = x100

namero de matrizes paridas

2.4.1 Aspectos fisiologicos relacionados a prolificidade
2.4.1.1 Fisiologia da ovulacédo associada a prolificidade

Quanto maior a taxa de ovulacdo, maior a quantidade de odcitos disponiveis para a
fertilizacdo durante a fase estral e, portanto, pode-se incrementar a prolificidade (CAMERON
etal., 1988; SCARAMUZZI et al., 1988; DAVIS; MORRIS; DODDS, 1998).

O numero de foliculos que entram no processo de ovulacdo, em mamiferos, é
determinado por um complexo de sinais endécrinos entre a hipdfise e o0 ovario e por meio de
sinais paracrinos, dentro dos foliculos ovarianos, entre o ovocito e suas células somaticas
adjacentes (MCNATTY et al., 2001; HOLANDA; ADRIAO; WISCHRAL, 2006).

O foliculo ovariano é formado por um o0cito rodeado por uma capa de células da
granulosa. Quando comegca a etapa de crescimento folicular, o desenvolvimento do foliculo
pode ser caracterizado através da proliferagdo das células da granulosa e o recrutamento e
proliferacdo das células da teca, as quais auxiliam no desenvolvimento do foliculo (JUENGEL
etal., 2018).

As células da granulosa e da teca desenvolvem receptores celulares para o FSH
(hormdnio estimulante do foliculo) e LH (hormonio luteinizante), respectivamente, e tornam-
se sensiveis a estes hormoénios. A partir deste ponto, os efeitos coordenados de FSH e LH séo
necessarios para um normal desenvolvimento do foliculo. Sob a influéncia do LH, as células da
teca proliferam e produzem androgénios (androstenediona e testosterona) que se difundem em
direcdo a granulosa. O FSH promove maior proliferacdo das celulas da granulosa, o

desenvolvimento de enzimas celulares necessarias para a conversdo de androgénios a estrégeno
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(estradiol) e a secrecdo de outros agentes paracrinos necessarios para o desenvolvimento
folicular (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2009, p. 431). Nas ultimas etapas de crescimento
folicular (foliculos preantrais), os foliculos recrutados séo sensiveis as gonadotrofinas. A
ovulacdo acontece seguinte ao pico de LH ou, se ndo, o foliculo torna-se atrésico, ou seja,
degenerado e posteriormente reabsorvido (JAINUDEEN; WAHID; HAFEZ, 2000, p. 176).

Embora a funcdo das gonadotrofinas sobre a taxa de ovulacao seja conhecida ha muitos
anos, as funcbes dos fatores de crescimento produzidos pelo mesmo ovério, sdo pouco
conhecidas. Uma metodologia para identificar os fatores que podem influenciar a taxa de
ovulacdo, consiste em encontrar mutacdes que possam afetar o fendtipo e, neste contexto, 0s

ovinos sdo modelos experimentais importantes (MCNATTY et al., 2001).

Madltiplos fatores produzidos pelo foliculo tém sido identificados como controladores
do seu desenvolvimento. Estes fatores incluem, porém, ndo estdo limitados aos membros da
Superfamilia dos Fatores Transformadores Beta (TGF-), Fatores de Crescimento Semelhantes
a Insulina (IGF) e o Fator de Crescimento de Fibroblastos (FCF). Adicionalmente, a
superfamilia dos TGF-f consiste em multiplas subfamilias como, por exemplo, os Fatores de
Diferenciacdo do Crescimento (GDF), Proteinas Morfogenéticas do Osso (BMP), activinas,
inibinas, o Horménio Anti-Mdilleriano (AMH), entre outras (JUENGEL et al., 2018).

Mutacdes na superfamilia dos TGF-B, também denominados como Fecundity genes
(Fec genes), foram descobertas em Vvérias ragas ovinas altamente prolificas, que exibiam uma
alta taxa de ovulacdo. Portanto, a maioria das investigacdes apontam para a descoberta de
mutagBes nessa superfamilia (HOLANDA; ADRIAO; WISCHRAL, 2006). Nessas mutacdes,
para que o fenotipo possa se manifestar (alta taxa de ovulacdo), o loco tem que estar em
heterozigose. Excecdes a essa regra, até a data desta pesquisa, sdo as mutagcdes Booroola
(FecB®) e GDF9 (FecGE, variante Embrapa) (DAVIS, 2005; SILVA et al., 2011).

De acordo com Fabre et al. (2006) e Muneeb e Faiz (2014), a acdo molecular destas
mutacdes sobre a taxa ovulatoria, ainda ndo estdo totalmente explicadas. Estes autores teorizam
sobre o incremento da taxa de ovulacdo, causada por mutaces nos genes da superfamilia dos

TGF-p (Fec genes), baseando-se no modelo de acdo das BMPs.

Para explicar o incremento na taxa de ovulagdo é preciso entender que as mutag¢des na
superfamilia dos TGF-B, poderiam ser consideradas como mutagdes que ocasionam “perda
parcial” da fun¢ao da proteina codificada (quando o loco estd em heterozigose) e “perda total”

da funcéo da proteina codificada (quando o loco estd em homozigose) (FABRE et al., 2006).
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Este ultimo, impede a ovulagdo, na sua totalidade. No entanto, como mencionado
anteriormente, algumas mutagdes como a Boroolaa (FecBB) (DAVIS, 2005) e a GDF9 (FecGE,

variante Embrapa) (SILVA et al., 2011), tém efeito aditivo quando o loco € homozigotico.

Primeiramente, as mutacdes nos Fec genes, provavelmente impedem a acdo
proliferativa das BMPs no od6cito, desde as primeiras etapas da foliculogénese, até as etapas
finais da mesma (OTSUKA et al., 2001); as BMPs apoiam a foliculogénese promovendo a
expressdao dos FSHRs (receptores do hormonio foliculo estimulante) nas células da granulosa
(YOSHINO et al., 2011). A consequéncia final é a presenca de foliculos com menor numero de
celulas da granulosa nos ovérios de fémeas com o gene mutante (MCNATTY et al., 1986). Em
segundo lugar, na presenca de um loco mutante, a acdo inibidora das BMPs sobre a via de
sinalizacdo da FSH nas células da granulosa é diminuida (MCNATTY et al., 1986; OTSUKA
et al., 2001), o que possivelmente ocasiona um aumento na sensibilidade das células da
granulosa ao FSH e a expressao de alguns genes dependentes do estimulo do FSH: a enzima
P450 aromatase, o receptor do Hormdnio Luteinizante (LH-R, luteinizing hormone receptor),
a proteina StAR (steroidogenic acute regulatory protein), a enzima P450scc (P450 side chain
cleavage enzime), a enzima 3B-HSD (3B-hydroxysteroid dehydrogenase), activina e inibina
(OTSUKA et al., 2001; FABRE et al., 2006). Estes marcadores de diferenciacdo presentes nas
células da granulosa aparecem em foliculos que possuem um tamanho menor, quando
comparados com o tamanho dos foliculos das fémeas ovinas sem nenhum tipo de mutacéo
(MCNATTY et al., 1986; OTSUKA et al., 2001). A sensibilidade aumentada destes foliculos
as gonadotrofinas, promove a sua selecdo e manutencdo, quando a concentracdo de FSH
circundante diminui durante a fase folicular (BAIRD; CAMPBELL, 1998).

Em fémeas ovinas com loco mutante, cada um dos foliculos recrutados contém um
namero menor de células da granulosa, quando comparadas com fémeas sem loco mutante.
Porém, em conjunto, esses foliculos produzem as mesmas quantidades de estradiol
(MCNATTY et al., 1986) e inibina (BAIRD; CAMPBELL, 1998) que os foliculos das fémeas
sem mutacgdes nos genes da superfamilia dos TGF-B (BAIRD; CAMPBELL, 1998; FABRE et
al., 2006). Possivelmente a retroalimentacdo positiva de estradiol na secrecdo do GnRH
(horménio liberador das gonadotrofinas), nas fémeas com gene mutante, é ocasionada
utilizando uma quantidade de estradiol similar a produzida nos foliculos das fémeas sem
mutacdes nos Fec genes. Neste sentido, acontece a ovulagéo e luteinizacdo de varios foliculos

que respondem ao estimulo da LH (poliovulacdo) (FABRE et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2 — Representacdo esquematica dos efeitos das mutacdes dos genes de efeito maior na foliculogénese e

taxa de ovulacdo, em ovelhas. GC: células da granulosa. Fonte: adaptado de Fabre et al. (2006)

2.4.1.2 Alguns genes de efeito maior que afetam a taxa de ovulacéo

Nos ovinos, a variagdo no tamanho da ninhada tem sido observada entre e dentro das
racas (DAVIS, 2005; SILVA et al., 2011; EL FIKY; HASSAN; NASSAR, 2017). Estudos tém
indicado que a taxa de ovulacdo e o tamanho da ninhada podem ser regulados por distintos
genes, cada um deles, com um efeito pequeno sobre a caracteristica (AMORIM et al., 2018;
XU et al., 2018) ou, alternativamente, pela acdo de genes com efeito maior (HANRAHAN et
al., 2004; EL FIKY; HASSAN; NASSAR, 2017). Um gene de efeito maior pode ser definido
como aquele onde uma copia simples aumenta a taxa de ovulacdo em 0,2 ou mais (DAVIS,
2004).

As principais mutagdes ou polimorfismos que incrementam a taxa de ovulacédo e afetam
a fecundidade estéo localizados nos genes BMP-15 (bone morphogenetic protein 15) (ragas
Inverdale, Hanna, Belclare, Galway, Lacaune, Aragonesa, Grivette e Olkuska), BMPR-1B
(bone morphogenetic protein receptor 1) (raca Booroola) e GDF-9 (growth differentiation
factor 9) (racas Belclaire e Cambrige) (PALOMERA; MORALES, 2014). Os genes BMP-15 e
GDF-9 pertencem a Superfamilia dos TGF-p, enquanto o gene BMPR-1B (Booroola) codifica
para um receptor transmembrana associado aos TGF-f (BODIN, 2006). Os ligantes produzidos

pelos genes BMP-15 e GDF-9 interagem com multiplos receptores, incluindo o receptor
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codificado pelo gene BMPR-1B (HEATON et al., 2017). Na Tabela 1 observa-se um resumo
dos genes mais proeminentes e seu efeito sobre a taxa de ovulagdo. Cabe mencionar que, com
excecao das mutacdes dos genes BMPR-1B (DAVIS, 2005) e GDF-9 (SILVA et al., 2011), se
o0 animal tem o loco em homozigose, o individuo apresentara infertilidade. Todos os fatores de
crescimento derivados dos genes BMP-15 e GDF-9 sdo expressos no tecido ovarico, no odcito
do foliculo em desenvolvimento (HANRAHAN et al., 2004; TANG et al., 2018).

Tabela 1 — Genes de efeito maior que influem na taxa de ovulagcdo em ovinos, por cromossomo

e raca estudada

Aumento nataxade Aumento no tamanho da

ovulacéo ninhada esperado®
Gene? Racas Nome OARP
1copia  2copias 1cdpia 2 copias
BMPR-1B Merino Booroola (FecB?) 6 +1,50 +3,00 +1,40 +2,20
Inverdale/Hanna -
Romney (FecX/FecX™) X +1,00 Estéril +1,00 +0,00
Belclaire Belclaire (FecXB) X +1,00 Estéril +1,00 +0,00
BMP-15 )
Belclaire, - o\ vay (Fecx®) X 40,70 Estéril  +0,80 +0,00
Cambrige
Lacaune Lacaune (FecXb) X +1,50 Estéril +1,40 +0,00
Belclaire, High fertility 5 +1.40 Esteril +1.30 +0.00
GDF-9 Cambrige (FecGH) ’ ' '
Santa Inés Embrapa (FecGF) 5 +0,12 +1,00 +0,30 +1,00

3Adaptado de Davis (2004, 2005); Notter (2008); Silva et al. (2011); ®Cromossomo da espécie
Ovis aries (OAR); “Aproximacao segundo a férmula proposta por Hanrahan (1982)

2.4.2 Aspectos quantitativos relacionados com a prolificidade
2.4.2.1 Prolificidade e taxa de ovulagdo

A taxa de ovulagdo é definida como o nimero de corpos luteos observados, por
laparoscopia, em ambos os ovarios (MATOS et al., 1997).

Em ovinos, o nimero de odcitos liberados é dependente, basicamente, da raca (BODIN,
2006) e da idade. Com respeito a idade, as ragas ovinas tendem a atingir um pico de taxa
ovulatéria ao redor dos quatro anos (GEENTY, 2013; SHORTEN et al., 2013).
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Um modelo quadratico foi proposto por Hanrahan (1982) para predizer o tamanho da
ninhada ao nascimento (prolificidade) com respeito a taxa de ovula¢do. O modelo assume que
ndo existe variacdo genética entre as ovelhas, na sua habilidade de suportar embriGes e que o
numero de embrides que sobrevivem, dado o nimero de odcitos liberados, segue um padrao
binomial. Hanrahan (1982) observou uma relagdo curvilinea entre a taxa de ovulagdo e o
tamanho da ninhada (Figura 3).
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Figura 3 — Tamanho da ninhada ao nascimento (prolificidade) como funcéo da taxa de ovulacdo. Fonte: adaptado
de Hanrahan (1982)

Um comportamento similar ao observado por Hanrahan (1982) foi relatado por Davis,
Morris e Dodds (1998), em ovelhas das racas Foundation Ronmey, Parendale, Coopworth e

Inverdale.

As perdas embrionarias séo fortemente dependentes do nimero de ovulagdes (ELSEN
etal., 1994; SHORTEN et al., 2013). Em parte, essas perdas ocorrem devido a um aumento na
taxa de ovulagdo, que pode comprometer a capacidade uterina, convertendo-se assim em um
fator limitante para a quantidade suportada de embrides (SCARAMUZZI et al., 1988).
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2.5 Parametros genéticos relacionados a prolificidade em ovinos (Ovis aries)

A estimacao de parametros genéticos é essencial para a implementacao de um programa
de melhoramento genético eficiente (VANIMISETTI; NOTTER; KUEHN, 2007). Neste
sentido, o conhecimento dos pardmetros genéticos das caracteristicas produtivas e reprodutivas,
assim como as correlagcBes genéticas entre estas sdo de relevante importancia (BANEH;
AHMADPANAH; MOHAMMADI, 2020).

Numerosos estudos sobre a estimacéo de parametros genéticos tém sido feitos com racas
locais de outros paises, considerando algumas das seguintes caracteristicas relacionadas a
prolificidade: peso total da ninhada ao nascimento, tamanho da ninhada ao desmame e peso
total da ninhada ao desmame (HANFORD; VAN VLECK; SNOWDER, 2003; RASHIDI et al.,
2011; BOUJENANE et al., 2013). No entanto, estudos sobre efeitos genéticos para
caracteristicas produtivas e reprodutivas em ovinos sdo escassos no Brasil, provavelmente por
causa da pouca disponibilidade de dados e registros de rebanhos (AGUIRRE et al., 2017). Um
resumo de alguns parametros genéticos de caracteristicas relacionadas com prolificidade, esta

apresentado nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 — Pardmetros genéticos para caracteristicas associadas a prolificidade em ovinos

Raca  Caracteristica h? CV (%) r Referéncia
PR 0,090 40,8 0,190 _
D'man TND 0,110 48,3 0,130 Boujenane et al. (2013)
PTNN (kg) 0,100 321 0,100
PR 0,175 29,4 0,204 _
Lori TND 0,213 55,3 0,213  Mohammadi et al. (2015)
PTNN (kg)  5,80x10* 26,4 0,168
PR 0,110 35,4 0,160 N
Moghani TND 0,020 60,4 0,190 Rashidi et al. (2011)
PTNN (kg) 0,070 29,3 0,130
PR 0,120 37,3 0,980 _
Santa Inés TND 0,030 33,5 0,920 Aguirre et al. (2017)
PTNN (kg) 0,160 36,1 0,790
Santa Inés PR 0,100 N/R 0,120 Amorim et al. (2018)
Santa Inés PR 0,160 34,1 N/R Balieiro et al. (2008)

PR: prolificidade; TND: tamanho da ninhada ao desmame; PTNN: peso total da ninhada
ao nascimento; h?: herdabilidade; CV (%): coeficiente de variagdo; r: coeficiente de
repetibilidade; N/R: ndo reportado

Na Tabela 2, pode ser evidenciado que a herdabilidade para prolificidade em ovinos é
baixa (=~ 0,10 na méedia) (BRADFORD, 1985) e a caracteristica apresenta um coeficiente de
variacdo de aproximadamente 35,7% na raca Santa Inés (BALIEIRO et al., 2008; AGUIRRE
et al., 2017). No entanto, apesar da baixa estimativa de herdabilidade, é possivel atingir taxas
anuais de resposta a selecdo de 1 a 2% (BRADFORD, 1985; BHUIYAN; CURRAN, 1995;
NOTTER, 2008) no pior dos cenarios, isto €, quando ndo ha disponibilidade detalhada de
informacdo fenotipica e de pedigree de cada animal, para avaliacdo (selecdo massal simples).
Com o uso de métodos mais sofisticados como o Melhor Preditor Lineal ndo Viesado (Best
Linear Unbiased Predictor, BLUP), pode-se obter maiores ganhos genéticos por intervalo de
geracdo (PEREZ-ENCISO et al., 1995).

O coeficiente de repetibilidade mede o grau de correlagdo entre medidas de uma
caracteristica, tomadas em um individuo ao longo da sua vida produtiva (FAHMY, 1989;
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ROMAN; WILCOX; MARTIN, 2000). E definida como a proporgéo da variancia fenotipica
que € atribuivel as diferencas genéticas e de ambiente permanente entre os individuos, para uma
caracteristica dada (BOAKE, 1989; WOLF et al., 2008), e cuja amplitude varia desde O até 1.
Este coeficiente é considerado baixo quando possui valores menores que 0,2, moderado quando
estéo entre 0,20 e 0,40 e alto quando maiores que 0,40 (DARWATI et al., 2010; MOTA, 2010).
Por ser calculada como uma proporcéo, a repetibilidade pode ser baixa ou alta por algumas

causas.

Com um coeficiente relativamente baixo de repetibilidade pode-se inferir que: (1) o
numerador é relativamente pequeno, o qual acontece quando todos os individuos séo similares.
Esta similaridade pode ser atribuida a efeitos genéticos ou ambientais, porém seriam precisos
mais ensaios para compreender a influéncia relativa de cada efeito (BOAKE, 1989; ABDOLI
et al., 2019a); e (2), o denominador é relativamente grande (BOAKE, 1989; BOUJENANE et
al., 2013), o que pode ser consequéncia da alta influéncia de efeitos ambientais. Fatores ndo
genéticos como a nutricdo, manejo e eépoca do ano (SANTOLARIA; PALACIN; YANIZ,

2011), por exemplo, podem influenciar o desempenho do animal.

Como a repetibilidade mede o grau de associacdo entre medidas repetidas de um
individuo, uma repetibilidade alta indica que a acuracia de selecdo, utilizando como base um
unico registro, pode ser alta. Portanto, muitas medi¢Ges da mesma caracteristica poderiam néao
aumentar significativamente a acuracia de selecdo (MARTUSCELLO et al.,, 2015). Em
contraposi¢do, com uma repetibilidade baixa, seria necessario um nimero consideravel de
medicGes para aumentar a acurdcia de selecdo (MARTUSCELLO et al., 2015; MONTES-
VERGARA,; OSSA-V.; PEREZ-CORDERO, 2017), pois a acuracia de predi¢do é uma fungéo
da estimativa de repetibilidade e o ndmero de registros do animal (MOTA, 2010;
YAVARIFARD; HOSSEIN-ZADEH; SHADPARVAR, 2015).

O coeficiente repetibilidade estabelece um limite superior para a estimativa de
herdabilidade (DOHM, 2002). Em consequéncia, a repetibilidade pode ser igual ou maior a
estimativa de herdabilidade (nunca menor) (SCHAEFFER, 2011). Neste sentido, um
coeficiente de repetibilidade substancialmente maior que a estimativa de herdabilidade pode
indicar que a caracteristica, provavelmente, estd mais influenciada por alguma combinagéo
desconhecida dos efeitos genéticos ndo aditivos (como dominancia e epistasia) e de ambiente
permanente  (BOAKE, 1989; WOLF et al, 2008; MOHAMMADABADI,
SATTAYIMOKHTARI, 2013; JAFAROGHLI et al., 2019). Por outro lado, quando uma
estimativa de repetibilidade é muito semelhante a estimativa de herdabilidade, pode-se intuir
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que os efeitos permanentes das observacBes tém um aspecto genético (YAVARIFARD;
HOSSEIN-ZADEH; SHADPARVAR, 2015).

Diversos estudos sobre parametros genéticos relacionados com caracteristicas
reprodutivas tém sido feitos em racgas ovinas locais, em outros paises. A Tabela 3 apresenta
algumas correlagBes genéticas e fenotipicas de caracteristicas reprodutivas associadas a
prolificidade: tamanho da ninhada ao desmame (TND) e peso total da ninhada ao nascimento
(PTNN), em distintas racas ovinas. Estudos relacionados com caracteristicas reprodutivas sao
ainda escassos nas racas ovinas brasileiras, incluindo a Santa Inés (LOBO et al., 2009;
AGUIRRE et al., 2017). Como pode ser observado, alguns de estes parametros tém correlagédo
muito alta e positiva (MUKAKA, 2012). Por exemplo, as racas D’man e Lori tém muito altas
(>0,76), moderadas (0,26<x<0,50) e positivas (KUTHU et al., 2017) correlacdes genéticas e
fenotipicas entre PR, TND e PTNN. A raca Moghami tem uma tendéncia menor nas
correlagdes, quando comparada com as demais ragas descritas. Em termos gerais, uma
correlagcdo alta ou moderada e positiva pode indicar que selecionar por alguma das duas
caracteristicas, nessas racas, pode beneficiar positivamente a expressdo da outra (BANEH;
AHMADPANAH; MOHAMMADI, 2020).

Tabela 3 — Correlacdes genéticas e fenotipicas de caracteristicas associadas a prolificidade em

ovinos
Raca C1 C2 Cogcicz  Corcic2 Referéncia
D'man EE I;I:I"\Il\l[l)\l 831 833 Boujenane et al. (2013)
Lori EE F;I-Tl\ll\l[l)\l 882 822 Mohammadi et al. (2015)
Moghani  or O0O 8:22 8:1471 Rashidi et al. (2011)
Santalnés PR FP 0,81 N/R Balieiro et al. (2008)

C1: caracteristica 1; C2: caracteristica 2; Cogcicz: correlagdo genética entre a caracteristica 1 e
2; Coscicz: correlacdo fenotipica entre a caracteristica 1 e 2; PR: prolificidade; TND: tamanho
da ninhada ao desmame; PTNN: peso total da ninhada ao nascimento; FP: fertilidade ao parto;

N/R: ndo reportado
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2.6 Tendéncias genéticas para prolificidade em ovinos (Ovis aries)

As caracteristicas reprodutivas, como a prolificidade, sdo de grande valor econémico
dentro de um sistema de producéo ovino (MORAIS; MADALENA, 2006; LOBO et al., 2011).
Em consequéncia, um objetivo primario dos programas de melhoramento para ovinos, deve ser
maximizar o progresso genético por intervalo de geragdo ou por ano (ganho genético) para

prolificidade.

Um conceito importante na genética quantitativa é o ganho genético (AG), que
representa a mudanca predita do valor médio de uma caracteristica, dentro de uma populacéo,
que acontece devido a selecdo (XU et al., 2017). O ganho genético é utilizado como uma
expressao universal simples para a melhora genética esperada. A equacdo do ganho genético
relaciona os quatro fatores fundamentais que influenciam o melhoramento genético: o grau de
variacdo fenotipica presente na populacdo (representado pelo desvio padrdo SD, op), a
probabilidade que uma caracteristica fenotipica seja transmitida dos pais a sua progénie
(herdabilidade, h?), a propor¢do da populacdo selecionada como pais para a seguinte geracao
(intensidade de selecéo, i, expressada como unidades de desvio padrdo da média) e o tempo
necessario para completar um ciclo de selecdo (intervalo de geragdo, t): AG = h? op i / t
(MOOSE; MUMM, 2008).

Na era do melhoramento genético baseado em marcadores moleculares, a resposta a
selecdo pode ser avaliada, também, com auxilio da selecdo genémica (GS) (XU et al., 2020) e
o valor por ano pode ser medido como: AG =i ca r/t, onde i é a intensidade de selecéo, ca é
0 desvio padrdo (SD) dos valores gendmicos estimados (GEBVSs) (a raiz quadrada da variancia
genética aditiva), r € a acuracia de selecdo (correlacéo entre os valores genéticos verdadeiros-
TBVs) e 0s GEBVs e t é o intervalo de geracdo (MEUWISSEN, 2003; HEFFNER et al., 2010;
BASSI et al., 2016; XU et al., 2017). Para acelerar o ganho genético de caracteristicas
guantitativas, € necessario aumentar os primeiros trés parametros (i, oa, r) e diminuir o Gltimo
(t) (TSURUTA, 2017).

O progresso genético por selecdo e acasalamento é baseado na habilidade dos
progenitores para produzirem uma progénie mais eficiente (LEGARRA et al., 2014). Para
agilizar o ganho genético em animais de interesse comercial, foram fundamentais dois avancos
na tecnologia da gendmica. Um desses foi a implementacéo e uso da informagdo gendmica
derivada da sequéncia do genoma dos animais por meio das tecnologias de sequenciamento de

nova geracdo (PEREIRA et al., 2013). Outro avanco relevante foi a massificacdo de painéis
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densos de genotipagem, para propositos de selecdo, de relativo baixo custo (BAGNATO,;
ROSATI, 2012; NAVAJAS, 2014), que foi possivel em meados da década dos anos 2000
(RESENDE et al., 2008, 2014b). Desde entdo, duas metodologias tém sido desenvolvidas para
incluir essa informacéo para propositos de selecdo: a metodologia BLUP em multiplos passos
(multi-step genomic BLUP) e 0 BLUP genémico em passo Unico (single-step genomic BLUP,
ssGBLUP) (AGUILAR et al., 2010; LOURENCO et al., 2018).

A avaliacdo genética fundamentada no uso de informacdo genémica tornou-se um
procedimento rotineiro em numerosos esquemas de melhoramento animal (MEYER; TIER;
SWAN, 2018). Muitos empregam o método ssGBLUP, que permite avaliagdo conjunta de
animais genotipados e ndo genotipados (MISZTAL; LEGARRA; AGUILAR, 2009;
LEGARRA et al., 2014; MEYER; TIER; SWAN, 2018). Teoricamente, a acuracia dos EBVs
utilizando ssGBLUP é incrementada devido a adicdo de informacdo genémica aos valores
genéticos estimados com fenotipos e pedigree (TSURUTA, 2017; MEHRBAN et al., 2019). A
metodologia ssGBLUP ¢ utilizada para predizer GEBVs de animais, com o propdsito de

incrementar a produtividade de caracteristicas de importancia econémica.

Os programas de melhoramento genético animal visam maximizar a taxa de ganho
genético por intervalo de geracédo, de caracteristicas de interesse, em espécies economicamente
importantes (YAVARIFARD; HOSSEIN-ZADEH; SHADPARVAR, 2015). Para demonstrar
a eficacia de um programa de melhoramento genético animal, é utilizada a tendéncia genética.
Esta é uma média dos EBVs de uma populacao de animais nascidos em um determinado periodo
de tempo (MEYER; TIER; SWAN, 2018). A tendéncia genética indica a direcdo de mudanca

da caracteristica avaliada, através das geragdes.

Estudos sobre parametros genéticos e tendéncia genética relacionados com
caracteristicas reprodutivas tém sido feitos em ragas ovinas locais em varios paises
(HANFORD; VAN VLECK; SNOWDER, 2003; HANFORD; VAN VLECK; SNOWDER,
2006; BOUJENANE et al., 2013; BANEH; AHMADPANAH; MOHAMMADI, 2020).
Aguirre et al. (2017), em um dos poucos trabalhos deste tipo feitos em ovinos no Brasil,
conduziram um estudo com objetivo de aportar informacao chave para a melhora genética da
raga Santa Inés. Em linhas gerais, os estudos mencionados ndo contemplaram o uso de
informacdo gendmica para estimacdo de EBVs e tendéncia genética. As tendéncias genéticas
desses estudos, foram estimadas realizando uma regresséo linear dos EBVs dos animais em
funcdo do ano de nascimento do animal, onde o coeficiente obtido (declive) representa o
progresso genético anual estimado para a caracteristica (Tabela 4).
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Tabela 4 — Tendéncia genética para prolificidade em diferentes racas ovinas

Tendéncia genética Periodo de

- a anci
Raca média anual (EBV) P-valor avaliacéo (anos) Referencia
Arabi 0,00025 >0,05 8 Roshanfekr et al. (2015)
. Hanford; Van Vleck e
Columbia 0,00833 N/R 48 Snowder (2002)
D'man 0,00090 N/R 26 Boujenane et al. (2013)
Baneh; Ahmadpanah e
Iran-black 0,01000 <0,0001 22 Mohammadi (2020)
Hanford; Van Vleck e
Polypay 0,01428 N/R 21 Snowder (2006)
Rambouille Hanford; Van Vleck e
t 0,00833 N/R 48 Snowder (2005)
Santa Inés -0,00030 N/R 24 Aguirre et al. (2017)
Hanford; Van Vleck e
Targhee 0,01250 N/R 48 Snowder (2003)
Mohammadi e
Zandi -0,00020 >0,05 14 Abdollahi-Arpanahi

(2015)

EBV: valor genético estimado; N/R: ndo reportado; 2Indica se houve ou ndo mudanca

significativa na prolificidade, nos anos avaliados

2.7 Vantagens e desvantagens da selecéo para prolificidade em ovinos (Ovis aries)

Uma vantagem pratica da prolificidade é que esta é uma caracteristica facil de medir e
reportar (RAO; NOTTER, 2000; BODIN, 2006). Em ovinos, as estimativas de herdabilidade
em sentido restrito para prolificidade (h? = 0,11) sio, geralmente, mais altas que as estimativas
para outras caracteristicas reprodutivas como fertilidade (h? = 0,07) ou sobrevivéncia do
cordeiro (h?> = 0,04) (RAO; NOTTER, 2000; SAFARI; FOGARTY; GILMOUR, 2005;
NOTTER, 2008). De acordo com Bradford (1985) e Notter (2008), com uma herdabilidade

média de 0,11 para prolificidade, pode-se atingir taxas de resposta nesta caracteristica de até
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2% na média por ano; o0 que representa um aumento estimado na resposta a selecdo ou ganho

genético de 0,02 cordeiros nascidos por fémea por ano, utilizando selecdo massal simples.

Do ponto de vista reprodutivo, a selecdo para prolificidade pode resultar em um aumento
geral da fertilidade, isto €, maior probabilidade que a fémea tenha mais de uma cria por parto.
Isto pode ser explicado porque, por exemplo, um rebanho com taxa de ovulagédo de um,
inevitavelmente resultara em pouca fertilidade devido ao efeito da morte embrionaria, que é
aumentada. Enguanto isso, num rebanho com uma taxa ovulatdria de dois, a morte de um
embrido ndo afetara a fertilidade, pois a fémea ainda poderia produzir uma cria
(SCARAMUZZI et al., 1988), embora a prolificidade diminua com a morte embrionaria. Além
disso, no &mbito produtivo, existem evidéncias que sugerem que ha diferenca consideravel do
peso total dos cordeiros por fémea, ao nascimento e ao desmame, assim como entre nascimentos
simples e multiplos. E notorio que nos partos multiplos o peso total ¢ maior (RAJAB, et al.,
1992) e, portanto, pode-se obter um beneficio econémico consideravel com o aumento da

ocorréncia de partos multiplos (CAM et al., 2017).

Uma particularidade da prolificidade em ovinos € que esta pode ser regulada por genes
com efeito maior (Fec genes) ou também por um conjunto de genes, cada um deles, com efeito
pequeno sobre esta caracteristica (heranca poligénica) (DAVIS, 2005; BODIN, 2006;
NOTTER, 2008; DROUILHET et al., 2009). No caso de heranca poligénica, a herdabilidade
apresenta de baixa a moderada magnitude (h?> = 0,05-0,2) (CHANTEPIE et al., 2018). No
entanto, é sabido que os ganhos genéticos sao permanentes e passam de geracdao a geracao
(BRADFORD, 1985; NOTTER, 2008; MONTOSSI et al., 2013). Em um estudo realizado por
Bhuiyan e Curran (1995), em ovelhas da raca Romney, foi demonstrado que a prolificidade
pode ter uma resposta a selecdo significativa e positiva, com valores médios entre 1 e 2% por

ano. Isto representa um ganho genéetico entre 0,01 e 0,02 cordeiros por fémea por ano.

Porém, apesar das vantagens mencionadas, uma das desvantagens mais evidentes da
prolificidade esta no fato de que esta é uma caracteristica cujos registros fenotipicos s6 podem
ser obtidos quando a fémea entra na etapa reprodutiva, o que pode diminuir o progresso genético
por intervalo de geracdo (BOLORMAA et al., 2017). A sobrevivéncia ao nascimento e peso ao
abate dos cordeiros costumam ser menores em partos multiplos do que em simples. Ambos
indicadores sdo especialmente maiores em partos triplos (BRADFORD, 1985; CAM et al.,
2017; KENYON et al., 2019). Alem disso, geralmente, o peso de cada cordeiro &€ menor ao
nascimento nos partos multiplos, quando comparados com cordeiros de partos simples
(LOUREIRO et al., 2016; CAM et al., 2017). Assim, os animais nascidos em partos multiplos
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precisam de cuidados mais especificos para aumentar sua sobrevivéncia até o desmame
(FERREIRA et al., 2015; KENYON et al., 2019).

2.8 Generalidades nos estudos de associa¢do gendmica ampla (GWAS)

Marcadores moleculares, como os microssatélites e os SNPs, permitem a criacdo de
densos mapas de marcadores de DNA com posi¢éo conhecida e espalhados por todo o genoma,
em intervalos curtos, fornecendo uma plataforma de trabalho para a aplicacdo da Selecdo
Assistida por Marcadores (SAM) para espécies domésticas importantes (RUANE; SONNINO,
2007). Ha algumas décadas, os marcadores moleculares do tipo microssatélites eram preferidos
por serem altamente polimoérficos (muitos alelos) e, portanto, altamente informativos. No
entanto, a genotipagem deste tipo de marcadores é relativamente cara e dificil de padronizar.
Atualmente, os SNPs sdo os marcadores usados de maneira mais extensiva, devido a sua
abundéncia no genoma e baixo custo com as atuais tecnologias de genotipagem (NAVAJAS,
2014).

O marcador genético molecular do tipo SNP baseia-se na alteracdo de um Unico par de
bases nitrogenadas no genoma (Adenina [A], Citosina [C], Timina [T] e Guanina [G]). As
mutagdes mais comuns séo as transi¢des, onde ocorrem trocas de uma purina por outra purina
(A|G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C|T). Menos frequentes, as transversdes
ocorrem quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa (A|C, T|G). Os
marcadores SNP sdo bi-alélicos, ou seja, sdo encontradas apenas duas variantes em uma espécie
(ex: um alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C) (VIGNAL et al., 2002;
CAETANO, 2009). Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com fungéo
regulatoria, porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espacos intergénicos, sem
funcdo determinada (CAETANO, 2009; VALLEJOS-VIDAL et al., 2020).

Para que uma variacdo seja considerada SNP, esta deve ocorrer em pelo menos 1% da
populagéo (VALLEJOS-VIDAL et al., 2020). Os SNPs representam a forma mais abundante
de variacdo do DNA em genomas e sdo preferidos em relacdo a outros marcadores genéticos
devido a sua baixa taxa de mutacéo e facilidade de genotipagem. Milhares de SNPs podem ser
usados para cobrir 0 genoma de um organismo com marcadores que ndo estejam a mais de 1

cM (centimorgan) um do outro no genoma inteiro (RESENDE et al., 2008; 2014a)

Ap0s os estudos de associacdo gendmica ampla, pode-se utilizar a selecéo assistida por

marcadores (SAM), como metodologia para incorporar informagdo de marcadores na selecéo.
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A SAM é um processo de dois passos: (1) os marcadores em desequilibrio de ligacdo com
mutaces afetando a caracteristica de interesse (QTL) sdo detectados em um estudo de
associacdo gendémica ampla (GWAS), entdo (2) os marcadores com significancia sdo utilizados
para selecdo a partir dos genotipos de maior interesse (HAYES; GODDARD, 2010).

O desequilibrio de ligagdo (LD) é definido como a associa¢do ndo aleatoria de alelos,
em diferentes loci (NAKAYA,; ISOBE, 2012). Quando os alelos estdo em LD, os hapldtipos
ndo segregam nas frequéncias esperadas. Em outras palavras, os alelos que estdo fisicamente
perto no mesmo cromossomo ndo sao herdados pela progénie de forma independente (Leis de
Mendel), mas sim como blocos de alelos ou haplétipos provenientes de ambos os progenitores
(BEJARANO et al., 2018).

O objetivo da metodologia GWAS ¢ identificar SNPs cujas frequéncias alélicas variam
sistematicamente como funcgdo dos valores fenotipicos das caracteristicas (MAREES et al.,
2018). Os estudos de associacdo gendmica ampla buscam combinar informacdes de gendtipos,
fenotipos e pedigree dos individuos para identificar regides do genoma que influenciam
caracteristicas de interesse (QTLs), usando painéis densos ou chips de genotipagem e
associando os loci a algum fenétipo (PETERS et al., 2012), por meio de teste de hipétese
(RESENDE et al., 2014a)

O sucesso da GWAS depende da existéncia de LD ou desequilibrio gamético entre os
marcadores e mutacGes causais porque, geralmente, s6 0s marcadores sdo observados e as
mutacBes causais sdo desconhecidas (ALVARENGA et al., 2018). Além disso, a
disponibilidade e genotipagem de um grande nimero de marcadores SNPs distribuidos por todo
0 genoma aumentam consideravelmente a probabilidade de se encontrar um QTL em LD com,
pelo menos, um marcador. Este aspecto € importante, uma vez que somente os marcadores em
desequilibrio de ligagdo com os QTLs serdo Uteis na determinagéo dos fendtipos e na explicagdo
da variacdo genética (RESENDE et al., 2008, 2014b). Assim, o uso eficiente de marcadores
moleculares para auxiliar no melhoramento genético animal requer o maior numero possivel de
marcadores, para que aumente a possibilidade de encontrar um marcador tipo SNP em LD com

um determinado QTL ou gene de interesse.

Para analises do genoma ovino, o painel mais popular utilizado é o chip OvineSNP50

BeadChip, desenvolvido pela lllumina® (www.illumina.com), em parceria com o International
Sheep Genomics Consortium (ISGC). O chip pode ser utilizado para analisar até 54.241 SNPs
espalhados por todo o genoma ovino (KAWECKA; GURGUL; MIKSZA-CYBULSKA, 2016).


http://www.illumina.com/
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Alguns estudos realizados com auxilio deste chip, em ovinos, cobrem diversas caracteristicas
de interesse econdmico como a prolificidade (GHOLIZADEH et al., 2014; BENAVIDES;
SOUZA; MORAES, 2018), crescimento e producdo de carne (ZHANG et al., 2013) e
identificacdo de SNPs associados a caracteristicas poligénicas de importancia econdémica
(ganho diario de peso, circunferéncia escrotal, area de olho de lombo) (COCKRUM et al.,
2012).

2.8.1 Estudos de associacdo gendmica ampla em passo Unico (ssGWAS)

Geralmente, a predicdo gendmica utiliza informagdo de animais genotipados. No
entanto, na pratica, s6 um subconjunto de individuos € genotipado (SONG et al., 2019),
principalmente, devido aos altos custos para a genotipagem de todos os animais do rebanho.
Além disso, nem sempre todos os animais avaliados tém informacdo fenotipica disponivel.
Portanto, 0 método BLUP gendmico em passo unico (ssGBLUP) foi proposto como uma
alternativa vidvel para que toda informacdo disponivel de animais genotipados e néo
genotipados, com fendtipo ou ndo, possa ser integrada na analise de estimacdo de EBVs
(LEGARRA et al., 2014).

Para possibilitar o uso da informacdo fenotipica de individuos ndo genotipados, a
metodologia ssGBLUP foi desenvolvida a partir de uma matriz hibrida (H) que usa os genotipos
de marcadores e o pedigree dos animais conjuntamente, ao invés de utilizar somente a matriz
de relacionamento baseada no pedigree (A) (LEGARRA; AGUILAR; MISZTAL, 2009;
AGUILAR et al., 2010; SONG et al., 2019). A matriz H ¢é atualmente utilizada na maioria dos
programas de melhoramento animal, que nem sempre apresentam todos os individuos
genotipados (PERTILE et al., 2016).

A anélise de GWAS realizada por meio do método ssGBLUP é denominada de single-
step Genome-wide Association Studies (ssSGWAS) (WANG et al., 2014). Com esta abordagem,
a GWAS ¢ realizada convertendo os EBVs obtidos pelo método ssGBLUP em efeitos de
marcadores e pesos dos marcadores, 0s quais sdo usados em uma aproximacéo iterativa para
atualizar as solugdes. A vantagem tedrica deste método é que se utiliza toda a informacéo

fenotipica derivada do pedigree ou dos efeitos dos marcadores (WANG et al., 2012).

Alguns estudos de associacdo gendmica ampla com utilizacdo do método ssGWAS ja
foram realizados em ovinos Santa Inés. Por exemplo, Amorim et al. (2018) utilizaram o método

sSGWAS para identificar genes relacionados a caracteristica prolificidade nesta raga. Outros
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estudos que aplicaram a metodologia sSGWAS na procura por genes relacionados com a
prolificidade ou com caracteristicas relacionadas foram realizados por Xu et al. (2018) e Abdoli
et al. (2019b).
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e Virias regides gendmicas identificadas podem influir a fisiologia da prolificidade
e OAR-6 e OAR-24 apresentaram regides sem genes descritos que explicaram parte da o2
e Achadas regides genémicas que contém genes sem funcées descritas para prolificidade

RESUMO

Objetivou-se identificar regifes gendmicas associadas a prolificidade em ovinos da raca Santa
Inés, criados sob condigdes de clima tropical. A prolificidade da fémea foi definida como
simples quando nasceu apenas um animal por parto e multipla, quando nasceu mais de um
animal por parto. Apds o controle de dados fenotipicos, foram utilizados 1584 registros de
partos, ocorridos entre os anos 2000 e 2018, correspondentes a um total de 715 fémeas. Destas
fémeas, 127 foram genotipadas com o painel OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.). Apés o
controle de qualidade dos dados gendmicos, foram utilizadas informacdes de 46,714 SNPs e
388 amostras (entre machos e fémeas) para as analises subsequentes. A metodologia de
associacao genémica ampla em passo unico (ssGWAS) foi utilizada para estimar os efeitos dos
marcadores geneéticos e identificar regides genémicas associadas a prolificidade. Foram
identificadas 21 janelas de 10 SNPs adjacentes que explicaram, pelo menos, 0.5% da variancia
geneética aditiva para a caracteristica em estudo. Nessas regides, foram encontrados genes
associados a distintas funcdes reprodutivas da fémea: CACNALE, NTRK1, PLCH1, SMAD3,
CENPF, TOPBP1, 1L33, DRD2, MID1, HCCS e ARHGAP6. Algumas regides associadas a
prolificidade ndo apresentaram genes descritos e outras abrigam genes candidatos com funcgdes
ainda desconhecidas. Estes resultados podem auxiliar na identificacdo de genes relacionados a
prolificidade em distintos estudos reprodutivos genémicos relacionados com essa caracteristica,

assim como para a selecdo de fémeas mais prolificas.
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Palavras-chave: Genes; ovinos deslanados; parto maltiplo; SNP; ssSGWAS

Genome-wide association study applied to prolificacy in Santa Ines sheep breed

ABSTRACT

This study aimed to identify genomic regions associated with prolificacy in Santa Ines sheep
breed raised in tropical conditions. The prolificacy of the dam was defined as single, when only
one lamb was born per ewe per lambing and multiple, when more than one animal was born per
ewe per lambing. After quality control of phenotypic data, 1584 lambing records of 715
females, occurred between the years 2000 and 2018, were used. Of these ewes, a total of 127
were genotyped with the OvineSNP50 BeadChip panel (Illumina Inc.). After quality control of
genomic data, information of 46,714 SNPs and 388 samples (between males and females) was
used for the subsequent analyses. The methodology single-step GWAS (ssGWAS) was used to
estimate the effects of genetic markers and their association with the prolificacy. A total of 21
windows of 10 adjacent SNPs that explained at least 0.5% of the additive genetic variance for
prolificacy were identified. In such regions, genes associated with different reproductive
functions in the female were found: CACNAE1, NTRK1, PLCH1, SMAD3, CENPF, TOPBP1,
IL33, DRD2, MID1, HCCS and ARHGAP6. Some candidate regions related to prolificacy
harbor genes that were not previously described and genes without known functions. These
results can help to identify genes related to prolificacy and could be used in distinct genomic

reproductive studies related to prolificacy, as well as in the selection of the most prolific ewes.

Keywords: Genes, hair sheep, multiple lambing, SNPs, ssGWAS

1. Introdugéo

Com a evolucdo da genética molecular (Kadarmideen, 2014), houve um avango no
conhecimento da biologia dos organismos. 1sso permitiu o desenvolvimento de metodologias

que utilizam a informacédo de marcadores moleculares associados com a habilidade produtiva e
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reprodutiva dos animais e, como consequéncia, foram: (1) melhoradas as respostas a sele¢éo
para algumas caracteristicas reprodutivas e (b) parcialmente dilucidada a bagagem genética de
algumas caracteristicas complexas que usualmente possuem baixa herdabilidade (Safari et al.,
2005), sdo controladas por loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) com pequenos efeitos e,
portanto, selecionar por essas caracteristicas complexas (como as caracteristicas reprodutivas)
é uma meta dificil de realizar (Noguera et al., 2009; Kemper and Goddard, 2012; Wu et al.,
2018). Alem disso, a identificacdo de fémeas com o melhor desempenho reprodutivo e
prolificidade € um processo vital para a melhora genética e o sucesso econémico dentro de uma
fazenda dedicada, especialmente, a cria ovina (Morais and Madalena, 2006; L6bo et al., 2011;

Gholizadeh et al., 2014; Abdoli et al., 2016, 2019a).

As caracteristicas reprodutivas variam entre as racas ovina e, também, entre ovelhas
dentro do mesmo rebanho (Gholizadeh et al., 2014; Latifi et al., 2020). Neste cenario, a selecdo
fenotipica y genotipica podem ser usadas para identificar de forma acurada (Mehrban et al.,
2019) fémeas com a mais alta possibilidade de taxa de reproducéo, fertilidade ou prolificidade
(Cockrum et al., 2018) e, por outro lado, a identificacdo de mutacdes causais ou marcadores
associados com caracteristicas reprodutivas, podem assistir a realizar uma melhora genética
bem sucedida para o tamanho da ninhada ao nascimento Gholizadeh et al., 2014; Amorim et
al., 2018); o estudo dos QTLs tem sido importantes na identificacdo de loci no genoma ovino,
relacionados com distintas caracteristicas, incluindo aquelas relacionadas com a reproducéo

(Amorim et al., 2018, Abdoli et al., 2019b, Hernandez-Montiel et al., 2020).

E sabido que a identificacio de mutacBes causais ou QTLs tem sido desafiante em
animais domeésticos (Zhang et al., 2012; Sharmaa et al., 2015; Mrode et al., 2018). Para
contornar esta situagdo, os estudos de associacdo genomica ampla (GWAS) foram concebidos
como uma poderosa ferramenta para a identificacdo de genes relacionados com vérios fendtipos

e para ajudar a dilucidar os mecanismos de caracteristicas complexas (Sharmaa et al., 2015).
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Para lograr isso, sdo requeridos densos paneis ou chips de genotipagem para fazer associacdo
dos loci a um fenotipo (Peters et al., 2012; de Resende et al., 2014). Os resultados derivados
dos GWAS podem prover informacéo da arquitetura genética das caracteristicas quantitativas,
como por exemplo, pode ser de interesse quantos genes controlam a variancia genética y quao

importante sdo os efeitos genéticos ndo aditivos (Schmid and Bennewitz, 2017).

Uma das metodologias mais aplicadas por sua facilidade e poder de deteccdo de QTLs,
utilizando os fenotipos, pedigree e genotipos de animais (Wang et al., 2012), é denominada de
single-step Genome-wide Association Studies (ssGWAS) (Wang, H. et al., 2014). Com esta
abordagem a GWAS ¢ realizada convertendo os valores genémicos estimados (GEBVs),
obtidos pelo método do melhor preditor linear gendmico ndo viesado em passo Unico
(ssGBLUP), em efeitos e pesos dos marcadores, 0s quais sao usados em uma aproximacdo
iterativa para atualizar as solucBes. A vantagem tedrica deste método é que se utiliza toda a
informacdo fenotipica e de pedigree de animais genotipados e ndo genotipados para estimar os

efeitos dos marcadores (Wang et al., 2012).

Alguns estudos de associacdo genémica ampla com utilizacdo do método ssGBLUP
foram realizados em ovinos (Ovis aries) para a identificagdo de regides gendémicas associadas
a caracteristicas reprodutivas, por exemplo para prolificidade na raga ovina Santa Inés (Amorim
et al., 2018). Em pesquisas feitas por Xu et al. (2018) e Abdoli et al. (2019b), em outras racgas
ovinas, foram aplicadas a metodologia sSGWAS para a procura de genes relacionados com o
tamanho da ninhada ao nascimento ou associados com caracteristicas compostas de
prolificidade. No entanto, as caracteristicas reprodutivas sdo complexas e, devido a isso, a
estrutura genética da prolificidade em ovelhas é ainda minimamente entendida. Além disso,
como afirmado por Gholizadeh et al. (2014), alguns loci detectados podem ser especificos de
cada populagéo estudada e, entdo, novos genes candidatos ou QTLs poderiam ser encontrados.

Por conseguinte, analises exaustivas do genoma para identificar possiveis genes candidatos
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devem ser feitas. Neste sentido, os GWAS aplicados a estudos de prolificidade em ovelhas séo
ainda necessarios. Portanto, neste estudo, foi realizado um estudo de associacdo genémica

ampla para identificar regides associadas a prolificidade em ovinos Santa Inés.
2. Material e métodos

Os dados utilizados no estudo pertencem ao projeto Estudo Genémico Aplicado ao
Melhoramento Genético de Ovinos Santa Inés para Caracteristicas de Carcaca (n° 340/17) e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal do Piaui
(CEUA/UFPI), que integra o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal

(INCT-CA) do CNPq, coordenado pela Universidade Federal de Vicosa.
2.1 Dados fenotipicos e manejo dos animais

As informagdes fenotipicas utilizadas no presente estudo sdo oriundas de fémeas ovinas
da raca Santa Inés criadas em fazendas localizadas nos estados do Maranh&o e Piaui (Brasil),
cujos registros pertenciam a Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO,

http://www.arcoovinos.com.br/index.php), ou a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

(EMBRAPA) Meio-Norte. As informacdes fenotipicas de prolificidade foram obtidas das mées
de animais que ja tinham informacao fenotipica de caracteristicas de carcaca e das maes destas

fémeas, ou seja, avos dos animais mencionados anteriormente.

A caracteristica prolificidade foi definida como o tipo de parto que uma fémea teve em
uma determinada data. Partos em que nasceu apenas um animal foram considerados como
simples e aqueles em que nasceram dois ou mais cordeiros foram considerados como mdaltiplos.
Inicialmente, havia 1791 registros de prolificidade ocorridos entre os anos de 1997 e 2018,

referentes a 790 fémeas. O numero de animais na genealogia foi igual a 1696.
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Os animais utilizados no estudo eram criados em sistema semi-intensivo, em que
recebiam suplemento nutricional em época de escassez de pastagem. Este sistema apresentou

pequenas diferencas entre as fazendas ao longo dos anos avaliados.

2.2 Dados gendmicos

As amostras de sangue utilizadas para extracdo de DNA foram obtidas de 389 animais
selecionados aleatoriamente, dentro de uma populacdo de ovelhas da raca Santa Inés. A sangue
foi coletada diretamente na veia jugular dos animais, apos a realizacao da higienizacdo da regido
anatdmica, com auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo
anticoagulante EDTA. A extracdo de DNA foi realizada com uso do Kit DNeasy Blood &
Tissue da QIAGEN (protocolo estabelecido pelo fabricante). A qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose a 1%, em tampédo SB 1x, por 60 minutos a 60V. Os géis foram
digitalizados e visualizados em fotodocumentador L-P1X (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP,

Brazil).

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio de Fluoroespectofotdmetro NanoDrop
3300, com o kit Intercalante AccuBlue® Broad Range dsDNA (Biotium Inc., Fremont, CA,
EUA). O DNA obtido apds extracéo foi estocado em freezer a -20°C no Laboratorio de Genética

Animal do Departamento de Zootecnia da UFPI, até o envio para a genotipagem.

As amostras de DNA foram genotipadas com o painel Ovine SNP50 BeadChip
(Illumina Inc., San Diego, CA, EUA), que contém 54,241 polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs) uniformemente espacados nos cromossomos do genoma ovino. Neste estudo, as
coordenadas cromossomicas para cada SNP foram utilizadas de acordo com o assembly do

genoma ovino Oar_v4.0.
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2.3 Edicao e controle de qualidade dos dados fenotipicos e gendmicos

Em analise preliminar para edigdo e consisténcia dos dados fenotipicos, apenas dados
fenotipicos de animais (fémeas) com informacdo de prolificidade, ano de nascimento (fémeas
que foram maes), fazenda e idade ao parto foram mantidas para as analises subsequentes. Os
animais foram designados em grupos de contemporaneos constituidos pelos efeitos de ano de
pari¢do (1997 a 2018), estacdo de parto (chuvosa: janeiro a maio; e seca: junho a dezembro) e
fazenda (1 a 20). A idade da fémea ao parto (anos) foi utilizada como co-variavel (efeito linear
e quadratico). Apos a edicdo e consisténcia dos dados fenotipicos, apenas observagdes de
grupos contemporaneos com no minimo trés animais foram mantidos. No total, 1584 registros
de prolificidade (entre os anos 2000 e 2018, em 18 fazendas diferentes), referentes a 715

fémeas, foram utilizados para as analises estatisticas.

Durante os ajustes na consisténcia dos dados, verificou-se que as fémeas apresentaram
partos em que nasceram 1 (64.02%), 2 (33.46%), 3 (2.08%), 4 (0.32%) e 5 (0.13%) cordeiros.
Para adequar a distribuicdo dos dados, os valores 2, 3, 4 e 5 foram considerados como
pertencentes a uma Unica categoria, chamada de partos multiplos, codificada pelo nimero 2.
Assim, o registro de parto de uma fémea no qual um animal nasceu, foi considerado como
simples e codificado como 1 (64.02%) e aqueles no qual dois ou mais animais nasceram, foram

considerados como multiplos e codificados como 2 (35.98%).

O controle de qualidade de dados gendmicos foi realizado sem a remocdo dos
cromossomos sexuais, com uso do software PREGSF90 (MISZTAL et al., 2018). SNPs
localizados em posi¢des gendmicas desconhecidas (n = 682) e em DNA mitocondrial (n = 3),
foram removidos. Marcadores com Minor Allele Frequency (MAF) menor que 0.01 (n =2393),
Call Rate menor que 0.95 (n = 4441) e desvio extremo do equilibrio de Hardy-Weinberg
(P<10°5, n = 8) também foram removidos. Além disso, uma amostra com Call Rate menor que

0.90 foi eliminada. Apds o controle de qualidade, restaram 388 amostras referentes aos dados
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gendmicos e 46,714 SNPs. Embora apenas parte destas amostras seja referente as fémeas com
informagao de prolificidade (127), os dados de SNPs de todos os animais genotipados foram

utilizados para estimacdo de componentes de variancia e valores genéticos gendmicos.
2.4 Analises genético-quantitativas

Os componentes de variancia foram estimados por meio de inferéncia Bayesiana em
analise unicaracteristica com uso de um modelo limiar de repetibilidade. O programa
THRGIBBS1F90 (Misztal et al., 2018) foi utilizado para estas andlises. As estimativas da
distribuicdo a posteriori dos componentes de variancia foram obtidas com uso do programa
POSTGIBBSF90 (Misztal et al., 2018). As andlises consistiram de uma cadeia de 500,000
ciclos, com descarte inicial de 100,000 ciclos (burn-in) e intervalo de amostragem a cada 100
ciclos (thinning interval), totalizando 4000 amostras, a partir das quais foram calculados os
componentes de variancia, parametros genéticos e desvios padrdo a posteriori. As estimativas
de componentes de variancia obtidas foram utilizadas para a predicdo dos valores genéticos

gendmicos (GEBVSs), com uso do programa BLUPF90 (Misztal et al., 2018).
O modelo limiar de repetibilidade utilizado pode ser representado matricialmente como:
y=XB+Za+ Wpe+e

em que: y é o vetor de observacdes para a caracteristica; g € o vetor de efeitos fixos (grupo
contemporaneo e idade da fémea ao parto como co-variavel); o é o vetor de efeitos genéticos
aditivos diretos, com a~N(0,Ho?2), em que H é a matriz de parentesco que combina a
informacdes de pedigree e gendmicas e o2 é a variancia genética aditiva; pe é o efeito de
ambiente permanente sobre a fémea, de modo que pe~N(0,Ig5,), onde | é uma matriz
identidade e o}, representa a variancia do efeito de ambiente permanente; X é a matriz de

incidéncia dos efeitos fixos; Z € a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos; W € a
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matriz de incidéncia dos efeitos de ambiente permanente; e e é o vetor de efeitos residuais, de

modo que e~N(0,1a52).
A inversa da matriz H foi calculada de acordo com Aguilar et al. (2010), como:

0
— Az;

0
-1 _ 41
H " =4"+ [0 G-1
em que: Al é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacdo de pedigree; G é a
inversa da matriz de parentesco gendmico; e A,2 € a inversa da matriz de parentesco baseada

no pedigree para animais genotipados. A matriz G foi criada de acordo com VVanRaden (2008),

COmo segue:

G = ZDZ'
2Y" i pi(1—py)

em que: Z é uma matriz que relaciona os geno6tipos de cada locus; D é uma matriz diagonal de
pesos para variancias de SNPs; e p; é a frequéncia do alelo menos frequente (minor allele

frequency) do SNP i.
2.5 Andlise de associacdo genémica ampla

Esta analise foi realizada com utilizacdo da metodologia single-step GWAS (ssGWAS),
proposta por Wang et al. (2012). Apos a predi¢do dos GEBVs dos animais, estes valores foram
utilizados para calcular os efeitos dos SNPs. Os efeitos de animal foram decompostos em
genotipado (a,4) e ndo genotipado (a,), em que o efeito de animal genotipado € considerado

em funcéo do efeito do marcador como:
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em que: Z é uma matriz que relaciona os genotipos de cada locus; e u é um vetor de efeitos de

SNPs.
A variancia do efeito do animal foi assumida como:
var(a,) = var(Zu) = ZDZ'o% = G0}

em que: D € uma matriz diagonal de pesos para variancias de marcadores (D = | para GBLUP);
a2 é a variancia genética aditiva capturada por cada SNP quando néo sdo utilizados pesos; e

G* é a matriz de parentesco gendémico ponderada.

A razdo de covariancia dos efeitos genéticos (a,) e de SNPs (u) € dada por:

var 7] = [57 “p 14t

e posteriormente por:

var(a,) var(Z o2
= (2 9) _ (2 w =ZDZ'— =ZDZ'A
aa aa aa

em que, de acordo com VanRaden et al. (2008), 4 é definida como uma constante de

normalizacdo, como descrito abaixo:

1 o2 B 1
o; YN .2pi(1-p))

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

Portanto, como mostrado por Wang et al. (2012), a equacéo para predizer os efeitos de

SNPs que usa a matriz de parentesco genémica ponderada (G*) é dada por:

= ADZ'G*'a, = DZ'(ZDZ'| "4,
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As estimativas de efeitos dos SNPs podem ser usadas para estimar a variancia do efeito
individual de cada SNP e aplicar um peso diferente para cada marcador (Zhang et al., 2010),

como descrito a seguir:
;= ui2p;(1 - py)

O seguinte processo iterativo foi realizado, considerando D para estimar os efeitos de

SNPs a partir do método ssGBLUP, de acordo com Wang et al. (2012), como segue:

2. Calcular amatriz G =ZDZ’A

3. Calcular os GEBVs para todos os animais que estdo no arquivo de pedigree, pelo

método ssGBLUP;
4. Calcular os efeitos dos SNPs: # = ADZ’ G*‘lag;
5. Calcular a variancia de cada SNP (i): d; = 2122p;(1 — p;);
6. Normalizar os valores de SNPs para a variancia genética aditiva permanecer constante;
7. Sair e voltar ao passo 2 ou 3

Os efeitos de marcadores no presente estudo foram obtidos por trés iteracGes, dos passos
2 a 7. A porcentagem de variancia genética explicada por cada regido genémica (janelas moveis
de 10 SNPs adjacentes) foi calculada de acordo com a equacdo sugerida por Wang, H. et al.

(2014):

>— X 100% =

aa a

var(a;) var(¥j2 Z;)) < 100%
0—2
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em que: a; é o valor genético da regifo i (10 SNPs adjacentes); a2 ¢ a variancia genética total;
Zj € um vetor de contetido génico do SNP j para todos os individuos; e u; € o efeito do SNP ]

dentro da regiéo i.

As andlises de GWAS foram executadas com uso dos programas BLUPF90 e
POSTGSF90, pertencentes a familia BLUPF90 (Misztal et al., 2018). Ap0s 0 processo iterativo
com execucdo do POSTGSF90, foram gerados graficos Manhattan plot em que sao
representados 0s cromossomos autossémicos e sexuais da espécie Ovis aries assim como a

proporcao de variancia explicada pelas janelas de SNPs utilizadas.

As regides cromossdmicas localizadas dentro das janelas méveis de 10 SNPs adjacentes,
que explicaram no minimo 0.5% da variancia genética aditiva, foram exploradas a procura de
possiveis genes candidatos ou QTLs para prolificidade. Para identificacdo de genes presentes
nas regides de interesse nos cromossomos do genoma ovino, foram empregadas as ferramentas

Genome Data Viewer, do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/qdv/?org=ovis-aries),

e Biomart, do Ensembl (https://www.ensembl.org/biomart/martview/). A plataforma

SheepQTLdb (https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/index) foi utilizada para a

procura por QTLs ja relatados na literatura, relacionados a caracteristica em estudo ou a
fenotipos semelhantes dentro da mesma classe hierarquica disponivel na plataforma, em

cromossomos em que foram encontradas regides candidatas no presente trabalho.
3. Resultados
3.1 Estatisticas descritivas e estimativas de parametros genéticos

A prolificidade média no estudo foi de 1.39 + 0.56 cordeiros/fémea/parto, com um
coeficiente de variagio (CV) de 40.29%, herdabilidade (h?) de 0.06 e repetibilidade (r) de 0.14.
Para fins de comparag4o, as estimativas de h?e r foram classificadas como de baixa magnitude

guando os valores foram menores do que 0.20 (Ceyhan et al., 2009; Torres et al., 2020). Os
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componentes de variancia estimados, para prolificidade, foram: ¢2  (variancia  genética

aditiva) = 0.075; o5, (variancia do efeito de ambiente permanente) = 0.098; o7 (variancia

residual) = 1.077; o5 (variancia fenotipica) = 1.250.
3.2 Regibes gendmicas associadas a prolificidade na raca Santa Inés

A prolificidade apresentou natureza poligénica. Foram identificados 68 genes distintos
em 21 regides candidatas que explicaram pelo menos 0.5% da variancia genética aditiva, para

a caracteristica prolificidade (Figura 1).

A regido responsavel pela maior quantidade da variancia genética aditiva explicada
(27.16%) foi identificada no cromossomo ovino (OAR) OAR-2:119,648,191-120,127,847 pb.
As regides OAR-6: 51,579,639-52,020,796 pb e OAR-24: 31,727,570-32,206,543 pb,
explicaram 1.16% e 0.56% da variacdo genética aditiva, respectivamente, para prolificidade.
No entanto, ndo houveram genes descritos em OAR-6: 51,579,639-52,020,796 pb e OAR-24:
31,727,570-32,206,543 pb. As demais regiGes consideradas com associacdo para a
caracteristica estudada explicaram, em conjunto, 47.85% da variancia genética aditiva (Tabela

1).

No total, 22 genes descritos foram encontrados nas 21 regides candidatas identificadas.
Esses genes podem explicar boa parte da variacdo da prolificidade. Deste conjunto, 0s genes
com mais informacéo na literatura e com maior relevancia, para o propdésito desta pesquisa,
foram localizados nos cromossomos: OAR-1 (NTRKZ1, neurotrophic receptor tyrosine kinase
1; PLCHL1, phospholipase C eta 1; TOPBP1, DNA topoisomerase 2-binding protein 1); OAR-
2 (IL33, interleukin 33); OAR-7 (SMAD3, mothers against decapentaplegic homolog 3); OAR-
12 (CACNALE, calcium voltage-gated channel subunit alpha 1 E; CENPF, centromere protein
F); OAR-15 (DRD2, dopamine receptor D2 e OAR-X (MID1, midline 1; HCCS, cytochrome

c-type heme lyase; ARHGAPG, Rho GTPase activating protein 6).
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Alguns dos genes identificados nesta pesquisa, foram localizados em mais de um
cromossomo. As regides OAR-1: 228,448,425-228,940,422 pb e OAR-2: 119,648,191-
120,127,847 pb, foram associadas ao gene U6. Igualmente, as regides OAR-1: 253,573,816-
254,342,795 pb, OAR-13: 37,642,453-38,106,852 pb e OAR-22: 30,806,001-31,172,251 pb,

foram associadas com o gene 5S_rRNA.

3.3 Busca por QTLs em regifes associadas a prolificidade na raca Santa Inés

Para todos os cromossomos em que foram identificadas regides associadas com
prolificidade, foi realizada prospeccdo de QTLs na plataforma SheepQTLdb, nas categorias

“Lambs born alive” (https://www.animalgenome.org/cgi-

bin/QTLdb/OA/traitmap?trait 1D=3037), “Ovulation rate”

(https://www.animalgenome.org/cqi-bin/QTLdb/OA/traitmap?trait 1D=3035), “Total lambs

born” (https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/traitmap?trait 1D=3036) e

“Twinning” (https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/traitmap?trait_ID=3291). As

regibes gendbmicas que contém possiveis QTLs candidatos para prolificidade, identificados
nesta pesquisa, nao foram relatadas previamente na plataforma sheepQTLdb, o que confere

estas regides como candidatas associadas a caracteristica prolificidade na espécie Ovis aries.
4. Discussao
4.1 Estimativas de parametros genéticos

A prolificidade média (1.39 + 0,56 cordeiros/fémea/parto) e o CV (40.29%), obtidos
neste estudo, concordam com os resultados obtidos por Balieiro et al. (2008), Aguirre et al.
(2017) e Amorim et al. (2018), na raca Santa Inés. A estimativa de herdabilidade para
prolificidade no presente estudo (h? = 0.06) foi menor, quando comparada aos valores obtidos
em estudos realizados no Brasil por Balieiro et al. (2008) (h? = 0.16), Aguirre et al. (2017)

(h?=0.12) e Amorim et al. (2018) (h? = 0.10). No entanto, os resultados obtidos nesta pesquisa
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estdo dentro da amplitude de valores descritos nos trabalhos realizados por Boujenane et al.
(2013) e Amou Posht-e-Masari et al. (2013) com ragas locais em outros paises (amplitude h? =
0.02 a 0.09). Estas discrepancias nos resultados obtidos se devem a propriedades especificas de
cada populacdo analisada (manejo dos animais, numero de registros, grupos de
contemporaneos, inclusdo de informagdo genémica, etc.). Além disso, a aplicagdo de distintas
metodologias estatisticas pode gerar diferentes resultados, inclusive em uma mesma populagéo

(Mohammadi et al., 2015; Baneh et al., 2020).

A estimativa de repetibilidade para prolificidade (r = 0.14), neste estudo, é semelhante
aos valores obtidos em estudos publicados por Ceyhan et al. (2009) (r = 0.14) e Rashidi et al.
(2011) (r = 0.16), em distintas racas ovinas. Porém, nesses estudos néo foi incluida informacéo
genbmica para estimacdo de componentes de variancia e valores genéticos. De modo geral,
estudos com inclusdo de informacdo gendmica para estimacao de componentes de variancia e
parametros genéticos relacionados com caracteristicas reprodutivas, ainda sdo escassos em

racas ovinas (Amorim et al., 2018).
4.2 Genes associados a prolificidade na raca Santa Inés

Nos ovinos, a variacdo na prolificidade tem sido observada entre e dentro das ragas
(Davis, 2005; Silva et al., 2011; El Fiky et al., 2017). Estudos tém indicado que a taxa de
ovulacdo e o nimero de animais nascidos por parto podem ser regulados por genes, com
pequeno efeito sobre a caracteristica (Amorim et al., 2018; Xu et al., 2018) ou, alternativamente,

pela agéo de genes com efeito maior (Hanrahan et al., 2004; El Fiky et al., 2017).

Dentre os fatores que podem influenciar a prolificidade e, portanto, o tamanho da
ninhada estdo o desenvolvimento folicular (Plakkot et al., 2020), a taxa de ovulacdo (Souza et
al., 2014) e mortalidade embrionéria (Elsen et al., 1994; Petrovic et al., 2007; Shorten et al.,

2013). Alguns mecanismos genéticos podem atuar influenciando no desenvolvimento folicular
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(Tomic et al., 2002; Otsuka et al., 2011), na taxa de ovulagéo (He et al., 2017) e na manutencéo
do embrido, desde a etapa de concepcdo até o nascimento (Granne et al., 2011). Os
polimorfismos associados a regides gendmicas identificadas na presente pesquisa podem ter
fungdes importantes, principalmente, na adequada manutengédo do desenvolvimento folicular e

embrionario em ovelhas da raca Santa Inés.

O gene CACNALE pode estar relacionado com a correta secre¢do das gonadotrofinas,
mediadas pelo GnRH (hormonio liberador das gonadotrofinas). O gene CACNALE codifica
para o canal de calcio (Ca2") tipo R, o qual ¢ um tipo de canal de calcio dependente de voltagem
(Lipscombe et al., 2013; Norberg et al., 2013) e desempenha um papel critico na regulacdo da
liberacdo de GnRH (Watanabe et al., 2004). A liberacdo do GnRH, mediada pela
retroalimentacdo causada pelo E2 (estradiol), € um componente importante dentro do ciclo
reprodutivo da fémea. A liberacdo de hormonios e a excitabilidade neuronal sdo dependentes
do Ca?", e os canais de calcio dependentes de voltagem s&o a via principal para o influxo de
calcio (Sun et al., 2010). O E2 modula a secre¢do de GnRH via CACNALE, com auxilio de
distintos receptores e mecanismos (Sun et al., 2010). Otani et al. (2009), demonstraram que 0
gene CACNALE encontra-se dentro de um sistema regulatdrio do GnRH. Neste sistema, 0 E2
suprime a produgdo do GnRH inibindo a via de sinalizagdo ERK1-ERK2 (extracellular signal-

regulated kinase 1/2), por meio dos ERs (receptores de estrogénio).

Dentro do mecanismo de retroalimentacdo entre o E2 e a producéo de GnRH, os genes
BMP2 e BMP4 (bone morphogenetic protein, BMP) desregulam os efeitos do E2; atenuando a
influéncia do E2 sobre a vias ERK, diminuindo a expressdo dos ERs (ERa e ERp) e, em
consequéncia, reduzindo a produgdo do GnRH. Em contraste, os genes BMP6 e BMP7
estimulam diretamente a transcri¢do, produg¢ao e liberagdo de GnRH via expressao dos ER (ERa
e ERp) e do gene CACNALE, levando a uma sintonia fina de secre¢do das gonadotrofinas pela

hipofise (Otani et al., 2009).
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O conjunto de genes NTRK1, PLCH1 e SMAD3 pode apresentar relagdo com o
desenvolvimento e maturagao folicular (Dissen et al., 2001; Kaivo-Oja et al., 2006; Bertevello

etal., 2018).

O gene NTRK1, codifica para um receptor e foi proposto como marcador candidato para
prolificidade em ovelhas das ragcas Hu e Small-tailed Han, da China (Yuan et al., 2019). O
receptor codificado pelo gene NTRK1 e seu ligante, a proteina codificada pelo gene NGF (nerve
growth factor), auxiliam no desenvolvimento folicular no ovério. Perturbacdes na via de
sinalizacdo NGF-NTRK1 tém um efeito inibitério no processo de ovulagdo (Dissen et al.,

1996).

Estudos realizados em ratas com bloqueio do gene NTRK1 indicam que o receptor
NTRKL1 é requerido para a montagem dos foliculos primordiais (processo pelo qual os odcitos
sdo incluidos dentro dos foliculos primordiais) (Kezele e Skinner, 2003; Kerr et al., 2009).
Ovérios de ratas sem expressdo apropriada do gene NTRK1, exibem um namero reduzido de
foliculos primordiais e um desenvolvimento folicular deficiente. Em parte, este cenario pode
ser explicado pela inabilidade das células somaéticas e germinais de envolverem-se em um
processo de comunicacdo bidirecional, essencial para o correto desenvolvimento do foliculo
(Kerr et al., 2009). Coletivamente, estas pesquisas sugerem que a via de sinalizacdo NGF-
NTRK1 pode ser importante para a montagem e desenvolvimento folicular (Strauss e Williams,

2014).

O gene PLCHL1 codifica para uma enzima (Cockcroft, 2006) ligada, principalmente, ao
cérebro (Hwang et al., 2005). Possiveis fun¢fes em outros 6rgdos ndo estdo descritas para este
gene (Nakamura e Fukami, 2017). Em uma analise de ontologia génica (GO) feita por @strup
et al. (2010), em um grupo de fémeas suinas, para medir a expressdo diferencial de genes do
endométrio entre um grupo gréavido e outro ndo gravido, os autores identificaram a expressdo

do gene PLCHL1 e o classificaram nas categorias de GO “calcium ion binding” (GO:0005509)
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e “lipid metabolic process” (GO:0006629). Nestas categorias, 0S transcriptomas do gene eram
menos abundantes em fémeas ndo gravidas do que naquelas gravidas. 1sso pode estar em
concordéancia com a pesquisa realizada por Bertevello et al. (2018), que identificaram o0s
transcritos do gene PLCH1 como parte daqueles expressos nos foliculos ovaricos de vacas. Por
meio de uma andlise de GO, Bertevello et al. (2018) classificaram este gene na categoria
“Cluster 7”, que fazia referéncia aos transcriptomas sobre-expressos relacionados com o
metabolismo dos lipidios por meio de diversas vias metabolicas, incluindo as vias metabdlicas

relacionadas com a via de sinalizagdo mediada pelo fosfatidilinositol e inositol.

Interessantemente, as vias mediadas pelo fosfatidilinositol e inositol podem estar
relacionadas com a via metabdlica mediada pelas isoenzimas da familia das PLCs
(phospholipase C) (Hwang et al., 2005; Cockcroft, 2006; Nakamura e Fukami, 2017) e as PLCs
precisam do Ca?* para sua atividade bioldgica, (Hwang et al., 2005; Cockcroft, 2006). Isto pode
sugerir que o ovario possui canais iénicos de calcio (Ca?") (Bahena-Alvarez et al., 2019) que,
através do influxo de Ca?" (Putney e Tomita, 2012), desencadeiam a cascata de sinalizacéo
intracelular mediada pela enzima codificada pelo gene PLCH1 (Hwang et al., 2005; Cockcroft,
2006). No entanto, as funcles fisioldgicas do gene PLCH1 ainda sdo amplamente
desconhecidas (Nakamura e Fukami, 2017). A pesquisa realizada por Bertevello et al. (2018)
sugere que o conjunto de genes da categoria “Cluster 77, que inclui o gene PLCH1, pode possuir
capacidade para transformar acidos graxos dos alimentos consumidos, e utiliza-los para
suplementar o odcito e as celulas foliculares com lipidios, energia e mediadores da sinalizagédo

celular, mantendo assim a homeostase folicular.

O gene SMAD3 codifica para uma proteina que funciona como um fator de transcricao
intracelular que media a sinalizagdo dos ligantes da superfamilia dos TGF-B (transforming
growth factor [3), através dos receptores cognatos da superfamilia dos TGF-p (Heldin et al.,

1997; Massagué et al., 2005; Kaivo-Oja et al., 2006; Souza, et al., 2007). Esta via candnica é
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denominada via de sinalizagdo dos TGF-p (Pangas, 2012). Ratas com mutacdo direcionada no
gene SMAD3®®/#8 (SMAD3, variante com o exon 8 inativado ou knocked-down), tém fertilidade
diminuida, exibem um ndmero maior de foliculos primordiais e menor quantidade de foliculos
primarios e antrais, quando comparados com aquelas de gendétipo selvagem (Tomic et al.,
2002). A causa da infertilidade ndo foi esclarecida pelo estudo citado anteriormente. Na
presenca do gene SMAD3®®®€ os foliculos preantrais sio incapazes de responderem
apropriadamente ao estimulo do horménio estimulante do foliculo (FSH) e tém expressao
reduzida do receptor do horménio estimulante do foliculo (FSHR) e, portanto, também
apresentam expressao reduzida dos genes localizados via “downstream” deste receptor, que sao
encarregados da replicacdo e atividade enddcrina das células da granulosa (Gong e McGee,

2009).

Deficiéncia da proteina codificada pelo gene SMAD3%®®® causa baixa producéo de E2
e alta concentracdo de FSH circundante, devido a reduzida resposta dos FSHRs a nivel de ovério
(Tomic et al., 2004). Além disso, é possivel que a supressdo do gene SMAD3 resulte em
diminuicdo do crescimento folicular e incremento de foliculos atrésicos, por causa da
impossibilidade das células ovaricas de responderem a dois ligantes membros da superfamilia
dos TGF-B conhecidos como growth differentiation factor 9 (GDF9) e bone morphogenetic
protein 15 (BMP15). Diferentes estudos demostraram que ambos ligantes regulam as primeiras
fases do crescimento folicular no ovario de ratas (Dong et al., 1996; Dube et al., 1998; Otsuka
et al., 2011). Portanto, a presenca de defeitos neste efetor intracelular, pode impedir a correta

sinalizacéo e provocar efeitos adversos na fertilidade.

Os genes CENPF, TOPBP1 e IL33 podem estar relacionados com o desenvolvimento
do zigoto e a criagdo de um 6timo ambiente uterino para o crescimento do feto durante a

gestacédo (Granne et al., 2011; Jeon et al., 2011; Zhou et al., 2019).



468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

73

O gene CENPF codifica para uma proteina multifuncional associada aos cinetdcoros
(Ma et al.,, 2006), os quais sdo estruturas microtubulares essenciais para a segregacao
cromossdmica durante a fase M do ciclo celular (Du et al., 2010). O gene CENPF tem um papel
fundamental na mitose, em varios tipos de células, incluindo as embrionarias. A inibicdo do
gene CENPF resulta na deterioragdo na competéncia do desenvolvimento e, em consequéncia,
morte embriondria (Toralovd et al., 2009), especialmente nas primeiras fases de
desenvolvimento embrionério (Zhou et al., 2019). H& poucos relatos sobre a vinculagdo do
funcionamento do gene CENPF a alguma via de sinalizacdo durante o desenvolvimento do

embrido (Zhou et al., 2019).

O gene TOPBP1 codifica para uma proteina presente nos o6citos dos mamiferos, e esta
envolvido no checkpoint celular durante a fase de recombinacédo; este gene atua na Profase |
dos cromossomos e, também, nos locais onde acontece o rompimento das cadeias de DNA
(duplicagdo do DNA) (Perera et al., 2004). Embrides com deficiéncia do gene TOPBP1,
normalmente, se desenvolvem até a etapa de blastocisto, possuem defeitos no crescimento e
tém reduzida proliferacao celular por causa de bloqueio no desenvolvimento. Em consequéncia,
esses embrides morrem na etapa de peri-implantacdo (Jeon et al., 2011). Em teoria, isto pode
ser devido ao fato que uma das fungdes essenciais do gene TOPBP1 no desenvolvimento
embrionario € realizada via TOPBP1-ATR (ataxia-telangiectasia and rad3-related protein,
ATR); durante o processo de replicagdo celular, podem-se gerar lesdes nas células dos
mamiferos e, em resposta a estas, 0 gene TOPBPL1 é capaz de ativar uma cascata de sinalizacao,
mediada pela ATR (Zhou et al., 2013), prevenindo a replicacao incorreta do DNA (Abraham,
2001). No caso contrario, perturbacfes na via TOPBP1-ATR, podem gerar morte embrionaria

(Zhou et al., 2013).

O gene 1L33 codifica para uma citocina que faz sinalizacéo através dos receptores tipo

ST2 da interleucina 1 (interleukin 1 receptor-like 1, IL1IRL-1) (Villacorta e Maisel, 2016) e
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induz a expressao de citocinas e quimiocinas em varios tipos de células (Lefrangais et al., 2014;
Yue et al., 2016). A proteina codificada pelo gene 1L33 e 0s receptores ST2 estdo relacionados
com diversas respostas imunitarias (Lu et al., 2015) e inflamatdrias (Granne et al., 2011). A
diminuicdo (downregulation) da producéo da proteina codificada pelo gene IL33 tem sido
associada a desordens relacionadas com a gravidez em humanos, como a perda recorrente da

gestacédo (Yue et al., 2016; Zidan et al., 2018).

A via can6nica IL33-ST2 promove a mudanca da resposta imunitaria tipo 1 (mediada
por células), para a resposta imunitéria tipo 2 (humoral ou adaptativa), permitindo a gestacdo
continuar com normalidade (Wegmann et al., 1993; Chaouat et al., 2004; Kaitu’u-Lino et al.,
2012; Dutta e Sengupta, 2017). Esta mudanca é presumidamente realizada, em grande parte,
através da liberacdo de citoquinas tipo 2 produzidas pelos linfécitos Th2 (T-helper 2). Estes
linfocitos coadjuvam & tolerancia imunitaria via liberacdo de citocinas anti-inflamatdrias
(interleucinas 4, 10 e 13) (Wegmann et al., 1993; Kaitu’u-Lino et al., 2012; Lu et al., 2015;
Dutta e Sengupta, 2017). Os linfécitos Th2 possuem receptores tipo ST2 (Léhning et al., 1998;

Lu et al., 2015).

Em ratas, um estudo realizado por Bartemes et al. (2018) nd&o mostrou diferencas no
tamanho da ninhada entre ratas carentes do receptor ST2 nas células linfoides inatas tipo 2
(ILC2), e aquelas que ndo apresentavam deficiéncia desse receptor. As crias provenientes de
fémeas carentes da expressdo do receptor ST2 apresentavam significativa, e frequente,
mortalidade neonatal. Neste cenério, € possivel que as ILCs assistam na modulagdo do ambiente
uterino, para facilitar a tolerancia ao embri&o ou, no caso de uma infeccdo, ajudar a desregular
as respostas imunoldgicas tipo 1, as quais poderiam ser prejudiciais para o feto (Robertson et
al., 2007). Isso evidencia que a via de sinalizacdo 1L33-ST2 é importante porque auxilia na
criacdo de um ambiente uterino para o desenvolvimento e crescimento 6timo do feto (Begum

et al., 2020).
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O gene DRD2 pode estar envolvido no rendimento reprodutivo geral da fémea (Qiu et
al. 2016; van Lier et al., 2017). Este gene codifica para um receptor da dopamina (Usiello et al.,
2000). Os receptores deste tipo séo, na maioria, expressos no sistema nervoso central (Wang,
C. et al., 2014). Alguns estudos tém demonstrado que o temperamento afeta 0 desempenho
produtivo na fémea ovina (Blache e Bickell, 2010). Ovelhas com temperamento denominado
hiporresponsivo (“calmo”), quando comparadas com aquelas de temperamento hiperresponsivo
(“nervoso”) (Qiu et al. 2016), possuem maior receptividade sexual durante o periodo de
acasalamento (Gelez et al., 2003), uma taxa de ovulacéo significativamente mais alta, maior
prolificidade (van Lier et al., 2017) e maior sobrevivéncia do cordeiro desde o nascimento até
0 desmame (Everett-Hincks et al., 2005). Este fendmeno, segundo Qiu et al. (2016), pode estar
ligado a um efeito combinado dos polimorfismos dos genes que codificam para as proteinas
DRD2 e CYP17 (cytochrome P450 17a-hydroxylase/17,20-lyase); a associacdo de ambos
polimorfismos pode ser utilizada como marcador para temperamento calmo ou nervoso e,

portanto, como preditor do comportamento produtivo em ovelhas.

Em humanos, os genes MID1, HCCS e ARHGAP6 podem estar associados com a
sindrome MIDAS (microphthalmia, dermal aplasia and sclerocornea) (Wimplinger et al.,
2006). De acordo com Prakash et al. (2002), em um experimento realizado em ratos, alteracdes
nesse conjunto de genes podem ser letais no desenvolvimento dos embrides e, portanto, reduzir
0 numero de crias por parto. Desse conjunto de genes, o principal responsavel da expressao de

tal fendtipo parece ser o gene HCCS.

Os genes U6 (Domitrovich e Kunkel, 2003) e 5S_rRNA (Cloix et al., 2000), neste
estudo, encontraram-se associados a distintas regides genémicas em diferentes cromossomos.
Este fendmeno, provavelmente, pode ser devido a que esses genes estdo implicados em funcbes
reguladoras associadas a sintese de proteinas, presentes em todo tipo de células e tecidos

(Madhani et al., 1990; Dinman, 2005; Vannini et al., 2010; Turowski e Tollervey, 2016).
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Alguns resultados sobre QTLs relacionados com prolificidade foram relatados na
plataforma SheepQTLdb, nas categorias “Lambs born alive”, “Ovulation rate”, “Total lambs
born” e Twinning”. Porém, nenhum QTL associado a prolificidade, neste estudo, foi
anteriormente publicado nessa plataforma. A analise desta pesquisa identificou alguns genes
implicados na fertilidade e reproducdo da fémea descritos, principalmente, em outras espécies.
Isto sugeriu que os QTLs associados neste estudo podem ser tomados como pontos de partida
para entender a arquitetura genética da prolificidade na raca ovina Santa Inés. Além disso,
algumas regides gendmicas associadas a prolificidade apresentaram genes que ainda ndo foram
descritos e que explicaram parte da variancia genética aditiva nas regides OAR-6: 51,579,639-

52,020,796 pb e OAR-24: 31,727,570-32,206,543 pb.

As causas de um relativo baixo nimero de estudos sobre QTLs na literatura para
prolificidade, em ovinos, podem ser diversas. Em termos gerais, segundo Mrode et al. (2018),
a maioria da populacdo de ovinos esta localizada dentro dos paises em desenvolvimento, onde
os programas de melhoramento genético para pequenos ruminantes sao escassos. Neste cenario,
0s maiores problemas sdo a pouca informacdo de pedigree e a falta das plataformas
institucionais que garantam a participacdo dos produtores em programas de melhoramento
geneético, o que pode se tornar um problema e obstaculo para a pesquisa e descoberta de novos
genes relacionados com a prolificidade. Além disso, o alto custo dos chips de genotipagem, em
relacdo ao valor do animal, € ainda uma barreira econdmica importante para a adogdo desta

tecnologia em ovinos (Rupp et al., 2016).

5. Conclusoes

Vérias regides candidatas a prolificidade na raca ovina Santa Inés foram identificadas
neste estudo. Essas regides abrigam genes que podem estar envolvidos na correta secrecdo das
gonadotrofinas (CACNALE), no desenvolvimento e maturacédo folicular (NTRK1, PLCH1 e

SMAD3), na manutencdo do embrido desde a etapa de concepcédo até o nascimento (CENPF,
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TOPBP1 e IL33) e no desempenho reprodutivo geral (DRD2) de ovelhas da raga Santa Inés.
Outros genes localizados nos cromossomos sexuais (MID1, HCCS e ARHGAPG6), podem ter
alguma influéncia sobre a caracteristica estudada. Além disso, nos cromossomos 6 e 24, foram
identificadas regides sem genes ainda descritos que explicaram uma parte da variancia genética
aditiva, assim como regides gendmicas contendo genes com funcdes ainda ndo descritas para
prolificidade. Estudos nessas regides genomicas poderiam auxiliar em um melhor entendimento
da arquitetura génica associada a prolificidade de fémeas ovinas. Essas informacdes poderdo
dar suporte a outros estudos gendmicos relacionados com aspectos produtivos e reprodutivos,

e auxiliar no processo de selecdo para prolificidade em programas de melhoramento ovino.
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Tabela 1. Regides genbmicas associadas a prolificidade em ovinos Santa Inés

Cromossomo : Regido? Genes a2(%)°
1:105,399,879 - 106,315,412 NTRK1; PEARL; LRRC71; ARHGEF11; ETV3; ETV3L,; FCRL5 1.27
1:228,448,425 - 228,940,422 VEPH1,; U6; CCNL1; LEKR1; TIPARP 1.22
1:230,189,137 - 230,829,846 PLCH1; SNORA70; MME 11.84
1:253,573,816 - 254,342,795 RABG6B; SRPRB; TF; TOPBP1; CDV3; U8; 5S_rRNA; BFSP2; TMEM108 0.67

273,397,736 - 73,917,322 ERMP1; MLANA; KIAA2026; IL33; UHRF2 3.08
2:119,648,191 - 120,127,847 GULP1,; U1; U6 27.16
2:181,775,439 - 182,309,111 DDX18; CCDC93; INSIG2 1.16
3:141,635,737 - 14,223,865 NELL2; TMEM117 0.64

6:51,579,639 - 52,020,796 - 1.16

7:13,495,572 - 13,896,294 SMAD3; AAGAB; IQCH 0.6

8:40,180,512 - 40,483,171 FHLS5; UFL1 9.92

11:7,817,202 - 8,245,279 CCDC182; MRPS23; CUEDCL1; MSI2 0.75
12 : 60,928,045 - 61,463,178 CACNALE; ZNF648 0.5
12 : 67,066,694 - 67,421,872 CENPF; PTPN14; SMYD2 2.02
13:17,429,516 - 17,923,497 PARD3 1.52
13 : 23,740,086 - 24,097,645 SNORA18; KIAA1217 0.57

13 : 37,642,453 - 38,106,852 DZANK1; POLR3F; RBBP9; SEC23B; SMIM26; 5S_rRNA; SCP2D; SLC24A3; DTD1 0.59

15: 23,274,995 - 23,685,242 TTC12; ANKK1; DRD2; TMPRSS5 3.25
22 :30,806,001 - 31,172,251 5S_rRNA 0.8
24 : 31,727,570 - 32,206,543 - 0.56

X 7,831,823 - 8,753,935 MID1; HCCS; ARHGAPG 7.45

%Posicdo em pares de bases (assembly Oar_v4.0); PPorcentagem de variancia genética aditiva

explicada por janelas de 10 SNPs adjacentes
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Figura 1. Manhattan plot para a proporcdo de variancia genética aditiva explicada por

janelas de 10 SNPs adjacentes para a caracteristica prolificidade, em ovinos Santa Inés,
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Destaques

As h? estimadas com metodologias tradicional e gendmica, foram baixas e semelhantes

Praticamente ndo houve progresso genético para prolificidade nos rebanhos avaliados

A acuracia dos GEBVs foi 10.77% maior quando comparada com a acuracia dos EBVs

A correlacdo de Spearman entre os EBVs e 0s GEBVs foi de alta magnitude (R = 0.90)

RESUMO

Objetivou-se predizer valores genéticos para prolificidade em ovinos da raca Santa Inés,
utilizando as metodologias BLUP e ssGBLUP, com o intuito de aportar informagdo sobre
tendéncia genética desta caracteristica em rebanhos criados na sub-regido Meio-Norte do
Brasil. A prolificidade foi definida como simples quando nasceu um animal/parto/fémea e
maltipla, quando nasceu mais de um animal/parto/fémea. Para estimar os componentes de
variancia foram utilizados 1584 registros de prolificidade referentes a partos de 715 fémeas
ocorridos entre os anos 2000 e 2018. No total, 1696 individuos foram incluidos na matriz
parentesco. Apos o controle de qualidade dos dados gendmicos, foram utilizadas informacdes
de 46,714 SNPs e 388 amostras, entre machos e fémeas genotipados com o painel OvineSNP50
BeadChip (Illumina Inc.). A partir dos valores genéticos (EBVS) e gendmicos (GEBVSs)
estimados, realizou-se uma andlise de regressao linear de todos os animais em funcéo de seu
ano de nascimento, onde o coeficiente linear de regressdo representou 0 progresso genético

anual para prolificidade. As herdabilidades estimadas para prolificidade foram de 0.057 e 0.060;
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a proporgdo da variancia fenotipica devida ao efeito de ambiente permanente foi de 0.079 e
0.078; e os coeficientes de repetibilidade foram de 0.136 e 0.138, sem inclusdo e com incluséo
de informac&o gendmica, respectivamente. As tendéncias genéticas anuais foram proximas a
zero e ndo significativas. A acuracia tedrica estimada com inclusdo de informagdo gendmica,
foi 10.77% maior, quando comparada com aquela sem inclusdo de dados gendmicos. A
correlagdo de Spearman entre os EBVs e os GEBVS dos animais foi alta (R = 0.90). Os
resultados evidenciaram que, pelo menos durante as trés Gltimas décadas, na populacdo de
ovinos Santa Inés estudada, o progresso genético obtido para a prolificidade foi praticamente
nulo, com uma tendéncia genética média anual de 0.00034 e 0.00017, estimadas com as
metodologias BLUP e ssGBLUP, respectivamente. Esforgos para aumentar o ganho genético
anual para esta caracteristica devem ser implementados, principalmente, por seu grande valor

econémico dentro de um sistema produtor de carne ovina.

Palavras-chave: BLUP, ganho genético, ovinos deslanados, regressao linear, ssGBLUP

Genetic trends for prolificacy in Santa Ines breed (Ovis aries) using traditional and

genomic methodologies
ABSTRACT

This study aimed to predict the breeding values for prolificacy in Santa Ines sheep, using the
BLUP and ssGBLUP methodologies, in order to bring information about the genetic trends of
this trait in flocks reared in the Mid-North subregion of Brazil. The prolificacy was defined as
single when one animal/lambing was born and multiple, when more than one anima/lambing
was born. To estimate variance components, 1584 prolificacy records belonging to 715 females,
between years 2000 and 2018 were used. A total of 1696 individuals were included in the
numerator relationship matrix. After quality control of genomic data, information of 46,714

SNPs and 388 samples (males and females) genotyped with OvineSNP50 BeadChip panel
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(IMlumina Inc.), were used. Using the pedigree-based estimated breeding values (EBVs) and
genomic breeding values (GEBVS), a linear regression analysis of all animals was performed,
where the linear regression coefficient represents the annual gain for prolificacy. The
heritability estimates for prolificacy were 0.057 and 0.060; the ratio of phenotypic variance due
to permanent environmental effect was 0.079 and 0.078; and the repeatability coefficients were
0.136 and 0.138, without inclusion and with inclusion of genomic information, respectively.
The genetic trends were near zero and non-significant. The theoretical accuracy obtained with
inclusion of genomic information was 10.77% greater than the one without inclusion of
genomic data. The Spearman correlation between the EBVs and GEBVs of animals, was high
(R =0.90). This study indicated that, at least in the last three decades in the studied population
of Santa Ines sheep, the genetic progress obtained for prolificacy was almost zero, with an
average annual genetic trend of 0.00034 and 0.00017, estimated with the BLUP and ssGBLUP
methodologies, respectively. Efforts are necessary to increase the annual genetic progress of
this trait especially due to its important economic value within an ovine meat production

system.

Keywords: BLUP; genetic gain; hair sheep; linear regression; ssGBLUP

1. Introdugéo

Para incrementar a rentabilidade derivada da criacdo dos ovinos, em sistemas de
producdo de carne, é fundamental melhorar geneticamente caracteristicas produtivas e
reprodutivas como ganho de peso e prolificidade. Portanto, os objetivos de selegdo também

devem enfatizar estas caracteristicas (Olivier et al., 2005; Baneh et al., 2020).

Estudos econémicos realizados por Morais e Madalena (2006) e L6bo et al. (2011), em
ovinos, provaram gque o tamanho da ninhada ao nascimento (prolificidade) reveste-se de grande

importancia entre os parametros produtivos e reprodutivos em uma fazenda. Portanto, pode-se
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afirmar que a prolificidade é uma das caracteristicas mais importantes, especialmente em
pequenos ruminantes, com um alto valor econdémico e notavel impacto na renda (Abdoli et al.,
2016, 2019). Em consequéncia disto, um objetivo primario dos programas de melhoramento
para ovinos deve ser maximizar o progresso genético anual (ganho genético por unidade de
tempo) para esta caracteristica. No entanto, as caracteristicas reprodutivas, geralmente,
apresentam estimativas de herdabilidade que variam de baixa a moderada magnitude (Safari et
al., 2005; Notter, 2008; Matilainen et al., 2018). O que nédo favorece a selecdo para estas com

base apenas em dados fenotipicos e de pedigree (Abdoli et al., 2016; de Lima et al., 2020).

A prolificidade apresenta baixa herdabilidade em varias racas ovinas (Mohammadi et
al., 2015; Roshanfekr et al., 2015; Aguirre et al., 2017). Uma alternativa para enfrentar esta
situacdo, consiste na incluséo de informacdo genémica nos modelos de predigéo; o que pode
atuar como um recurso para melhorar a resposta a selecdo em caracteristicas de baixa
herdabilidade (Aguilar et al., 2010, 2011). Neste sentido, os valores genéticos genémicos
(genomic estimated breeding values, GEBV), obtidos por meio do melhor preditor linear
gendmico ndo viesado em passo Unico (single-step genomic best linear unbiased predictor,
sSGBLUP), podem ser considerados como ferramentas importantes para o incremento do
numero de animais nascidos por fémea em cada parto. Consequentemente, a avaliacdo do
mérito genetico com uso do método ssGBLUP pode contribuir para aumentar o rendimento
produtivo e reprodutivo dos ovinos (Misztal et al., 2020), principalmente, por sua facilidade de

implementacao e aumento da acuracia (Aguilar et al., 2010, 2011; Christensen e Lund, 2010).

O objetivo de um programa de melhoramento animal € maximizar a taxa de progresso
genético de caracteristicas relevantes, em espécies de importancia econémica, em um
determinado intervalo de tempo (Yavarifard et al., 2015). Desta forma, o sucesso de um
programa de melhoramento genético, que utiliza informacdo genémica, é dependente da

acuracia preditiva (Guarini et al., 2018). Uma medida padrdo que é computada para demonstrar
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a eficicia de um programa de melhoramento é denominada tendéncia genética. Esta é
usualmente obtida como a média dos valores genéticos estimados (estimated breeding values,
EBVSs) de um rebanho de animais em uma gera¢do ou de animais nascidos dentro de um periodo
de tempo (Meyer et al., 2018). A tendéncia genética € uma compilacdo de EBVs médios, por
geragdo, que indicam a direcdo de mudanca de uma caracteristica (positiva ou negativa) através

das geracoes.

Estudos sobre parametros genéticos e tendéncia genética relacionados com
caracteristicas reprodutivas em ovinos tém sido realizados em ragas locais em Varios paises
(Hanford et al., 2003, 2006; Boujenane et al., 2013; Baneh et al., 2020). No Brasil, ainda séo
escassas as pesquisas que incluem informacdo de tendéncia genética na raca Santa Inés, além
dos parametros genéticos associados a caracteristicas reprodutivas. Em um dos poucos
trabalhos deste tipo realizados no Brasil, Aguirre et al. (2017) conduziram um estudo com
objetivo de aportar informacdo chave para a melhora genética da raca Santa Inés. Em linhas
gerais, estes estudos ndo comtemplaram o uso de informacdo gendmica para estimacdo do
mérito genético e tendéncia genética. Portanto, com a presente pesquisa, objetivou-se predizer
os valores genéticos utilizando metodologias com e sem inclus&o de informagdo genémica, com
0 intuito de aportar informacao sobre tendéncia genética para prolificidade em ovinos da raca

Santa Inés, criados na sub-regido Meio-Norte do Brasil.
2. Material e métodos

Os dados utilizados no estudo pertencem ao projeto Estudo Genémico Aplicado ao
Melhoramento Genético de Ovinos Santa Inés para Caracteristicas de Carcaga (n° 340/17) e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal do Piaui
(CEUA/UFPI), que integra o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal

(INCT-CA) do CNPq, coordenado pela Universidade Federal de Vigosa.
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2.1 Dados fenotipicos e manejo dos animais

As informac6es fenotipicas utilizadas no presente estudo sdo oriundas de fémeas ovinas
da raca Santa Inés criadas em fazendas localizadas nos estados do Piaui e Maranh&o (Brasil),
com registro pertencentes & Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO,

http://www.arcoovinos.com.br/index.php), ou & unidade de conservagdo de recursos genéticos

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Meio-Norte. As informagdes
fenotipicas de prolificidade foram obtidas das maes de animais que ja tinham informacao
fenotipica de caracteristicas de carcaca e das maes destas fémeas, ou seja, avos dos animais

mencionados anteriormente.

A caracteristica prolificidade foi definida como o tipo de parto que uma fémea teve em
uma determinada data. Partos em que nasceu apenas um animal foram considerados como
simples e aqueles em que nasceram dois ou mais cordeiros foram considerados como mdltiplos.
Inicialmente, havia 1791 registros de prolificidade ocorridos entre os anos de 1997 e 2018,

referentes a 790 fémeas. O numero de animais na genealogia foi igual a 1696.

Os animais utilizados no estudo eram criados em sistema semi-intensivo, em que
recebiam suplemento nutricional em época de escassez de pastagem. Este sistema apresentou

pequenas diferencas entre as fazendas ao longo dos anos avaliados.

2.2 Dados genémicos

As amostras utilizadas para genotipagem foram oriundas de DNA extraido do sangue
dos animais. As amostras de sangue foram coletadas diretamente na veia jugular, ap6s a
realizacdo da higienizacdo da regido anatdmica, com auxilio de agulha acoplada diretamente

em tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA.
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Um total de 389 amostras de DNA foram genotipadas com o painel Ovine SNP50
BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA), que continha 54,241 polimorfismos de

nucleotideo Unico (SNPs) uniformemente espagados nos cromossomos do genoma ovino.

2.3 Edicao e controle de qualidade dos dados fenotipicos e genémicos

Em analise preliminar para edicdo e consisténcia dos dados fenotipicos a serem
utilizados para os calculos de componentes de variancia e valores genéticos, apenas dados
fenotipicos de animais com informacdo de prolificidade (fémeas que foram maées), ano de
nascimento, fazenda e idade ao parto foram mantidos para as analises subsequentes. Os animais
foram designados em grupos de contemporaneos constituidos pelos efeitos de ano de paricédo
(1997 a 2018), estacdo de parto (chuvosa: janeiro a maio; e seca: junho a dezembro) e fazenda
(1 a 20). A idade da fémea ao parto foi utilizada como co-variavel (efeito linear e quadréatico).
Apbs a edicdo e consisténcia dos dados fenotipicos, apenas observacGes de grupos
contemporaneos com no minimo trés animais foram mantidas. No total, 1584 registros de
prolificidade (entre os anos 2000 e 2018, em 18 fazendas diferentes) referentes a 715 fémeas

foram utilizados para a estimacdo de componentes de variancia e valores genéticos.

Durante os ajustes na consisténcia dos dados, verificou-se que as fémeas apresentaram
partos em que nasceram 1 (64.02%), 2 (33.46%), 3 (2.08%), 4 (0.32%) e 5 (0.13%) cordeiros.
Para adequar a distribuicdo dos dados, os valores 2, 3, 4 e 5 foram considerados como
pertencentes a uma Unica categoria, chamada de partos multiplos, codificada pelo nimero 2.
Assim, as fémeas com partos simples foram codificadas como 1 (64.02%) e fémeas com partos

maultiplos codificadas como 2 (35.98%).

O controle de qualidade de dados genémicos foi realizado sem a remoc¢do dos
cromossomos sexuais, com uso do software PREGSF90 (Misztal et al., 2018). SNPs localizados

em posi¢cdes gendmicas desconhecidas (n = 682) e em DNA mitocondrial (n = 3), foram
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removidos. Marcadores com Minor Allele Frequency (MAF) menor que 0.01 (n = 2393), Call
Rate menor que 0.95 (n = 4441) e desvio extremo do equilibrio de Hardy-Weinberg
(P<107°, n = 8) também foram removidos. Além disso, uma amostra com Call Rate menor que
0.90 foi eliminada, de modo que, ap6s o controle de qualidade, restaram 388 amostras
genotipadas e 46,714 SNPs. Embora apenas parte destas amostras seja referente as fémeas com
informacdo de prolificidade, os dados de SNPs de todos os animais genotipados foram

utilizados para estimacdo de componentes de variancia e valores genéticos genémicos.
2.4 Analises genético-quantitativas

Os componentes de variancia e valores genéticos foram estimados via inferéncia
Bayesiana, por meio de analises unicaracteristicas, com o uso do modelo limiar de
repetibilidade com e sem inclusdo de informacdes genémicas. O programa THRGIBBS1F90
(Misztal et al., 2018) foi utilizado para estas analises. Para as estimativas da distribuicdo a
posteriori dos componentes de variancia, foi utilizado o programa POSTGIBBSF90 (Misztal
et al., 2018). Uma cadeia de 500,000 ciclos foi utilizada, com descarte inicial (burn-in) de
100,000 e intervalo de amostragem (thinning interval) a cada 100 ciclos, totalizando 4000

amostras, a partir das quais as inferéncias foram realizadas.
O modelo limiar de repetibilidade utilizado pode ser representado matricialmente como:
y=XB+Za+ Wpe+e

em que: y é o vetor de observagdes para a caracteristica avaliada; S é o vetor de efeitos fixos
(grupo contemporaneo e idade da fémea ao parto como co-variavel com efeitos linear e
quadratico); a € o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos, em que a~N (0, G), com G = Ag?
na abordagem baseada no pedigree e a~N(0,Ho?2), na abordagem genémica, em que o2 € a
variancia genética aditiva, A é a matriz de numeradores de parentesco e H é a matriz de

parentesco que combina informacdes de parentesco baseadas no pedigree e genémicas; pe € 0
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efeito de ambiente permanente sobre a fémea, de modo que pe~N(0,lIoz.), onde | é uma
matriz identidade e o5, representa a variancia do efeito de ambiente permanente; X é a matriz
de incidéncia dos efeitos fixos; Z é a matriz de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos; W é a
matriz de incidéncia dos efeitos de ambiente permanente; e e é o 