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REGO NETO, Aurino de Araujo. Estrutura genética e associacdo genomica ampla para
caracteristicas de tamanho corporal em ovinos da raca Santa Inés. 2017. 89f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

O conhecimento da estrutura genética de uma populacdo permite identificar fatores que
podem interferir na eficiéncia do progresso genético pela selecdo. Objetivou-se com este
estudo avaliar a estrutura genética por meio de analise tradicional e gendmica, bem como
associacdes entre regides cromossomicas com caracteristicas de tamanho corporal de animais
da raca Santa Inés utilizando metodologia de passo tnico (ssGWAS). Para tanto, foram
utilizadas informacdes de 428 animais criados nos estados do Piaui e Maranhdo com registro
na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos, dos quais foram genotipados 271,
utilizando-se SNPs chip de alta densidade Ovine 50K da Illumina. Apds o controle de
qualidade, foram utilizados 51.874 SNPs. No Capitulo 1, foram utilizados dois métodos para
calcular o parentesco entre os animais, matriz de numeradores do coeficiente de parentesco de
Wright (A), com base na informacdo de pedigree, e a matriz de relacionamento genético
gendmico (G), com base nos marcadores SNPs. Quatro critérios foram utilizados e
comparados para estimar a endogamia, informacdes pedigree (FPED); corridas de
homozigose (FROH), frequéncia de homozigose observada e esperada (FHOM) e a matriz de
relacionamento gendmico (FGRM). Com a estatistica restimou-se a extensio do
desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs adjacentes presentes nos cromossomos
autossomicos. A identificacio dos segmentos de homozigose (ROH) nos cromossomos
autossdmicos foi realizada considerando pelo menos 50 SNPs homozigotos em um segmento
minimo de 1.000 Kb por animal. O desequilibrio de ligacdo (LD) com base na estimativa de r?
foi de 0,4443. Os coeficientes de endogamia médios estimados FPED, FROH, FHOM,
FGRM, foram 0,0004 0,035, 0,025, e 0,552, respectivamente. As estimativas de parentesco
médio com base em A e G foram, respectivamente, 0,02 e 0,255. Foram identificados 4.022
seguimentos de homozigose no genoma, dos quais se destacam trés regides no cromossomo
16 que foram compartilhadas por mais de 50% da populagdo, o que pode indicar a ocorréncia
de sele¢do intensa para caracteristicas cuja expressdo estd regulada por genes localizados
neste cromossomo. No Capitulo 2, para verificar a associacdo de marcadores SNPs com
caracteristicas de tamanho corporal, realizou-se andlise de associacdo gendmica ampla
(GWAS) por meio da metodologia GWAS de passo unico (ssGWAS) para estimar os efeitos
de marcadores e associd-los as caracteristicas peso a idade adulta (PA), comprimento corporal
(CC), altura da cernelha (AC), circunferéncia tordcica (CT), comprimento da perna (CP) e
perimetro da perna(PP). Observaram-se associagdes com PA, CP e PP no cromossomo 6, com
CT nos cromossomos 4, 7 e 13 e com AC e CC no cromossomo 4. As regides identificadas
neste estudo apresentam vdarios genes com conhecimento bioldgico descrito que poderdo
auxiliar na melhor compreensdo da expressdo destas caracteristicas, assim como, poderdo
auxiliar nas tomadas de decisdes em programas de selecdo da raga Santa Inés.

Palavras chave: desequilibrio de ligagdo, homozigose, ovinos deslanados, parentesco real.



REGO NETO, Aurino de Araujo. 2017. Genetic structure and genome-wide association
for body size traits in Santa Inés sheep 89p. Thesis (Doctorate in Animal Science) — Federal
University of the State of Piaui, Teresina, 2017.

Abstract: Knowledge on the genetic structure of a population allows for the identification of
factors that may affect the efficiency of genetic progress caused by selection. In this study we
aimed to evaluate the genetic structure of Santa Inés sheep, by means of traditional and
genomic analyzes, and detect associations of cromosomal regions with body size traits using
the single-step (ssGWAS) methodology. Therefore, information of 428 animals raised in the
states of Piaui and Maranhdo, and registered with the Brazilian Association of Sheep
Breeders, was used. From those animals, 271 were genotyped using the high density Illumina
Ovine SNP50K BeadChip. After quality control, 51,874 SNPs were used for genomic
analysis. In chapter 1, the traditional genetic relationship matrix (A, based on pedigree
information) and the genomic relationship matrix (G, based on SNP markers) were used to
calculate kinship between animals. Four criteria were used and compared in order to estimate
the inbreeding coefficient: pedigree information (FPED); runs of homozygosity (FROH);
observed and expected frequency of homozygosity (FHOM); and the genomic relationship
matrix (FGRM). The extent of linkage disequilibrium was estimated between all adjacent
pairs of SNPs present in autosomal chromosomes by means of r*. Identification of runs of
homozygosity (ROH) in autosomal chromosomes was performed by considering at least 50
homozygous SNPs in a minimal segment of 1,000 Kb by animal. Linkage disequilibrium
(LD): 1°=0.4443. The estimated average inbreeding coefficients FPED, FROH, FHOM, and
FGRM were 0.0004, 0.035, 0.025, and 0.552, respectively. The estimates of average
relationship based on A and G were 0.02 and 0.255, respectively. A total of 4,022 runs of
homozigosity were identified throughout the genome, where three regions on chromosome 16
stand out, because they were shared by more than 50% of the population. This is probably an
indicative that intensive selection is occurring for traits of which the expression is controlled
by genes located in chromosome 16. In chapter 2, a genome-wide association (GWA) analysis
was performed using the single-step GWAS (ssGWAS) method, in order to estimate markers
effects and associate them with adult body weight (PA), body length (CC), height at whiters
(AC), thoracic circumference (CT), leg length (CP), and leg perimeter (PP). Associations with
PA, CP, and PP (on chromosome 6), with CT (on chromosomes 4, 7 and 13), and with AC
and CC (on chromosome 4) were observed. The regions identified in this study showed
several genes biologically described which would help in the better understanding on the
expression of the traits in study, and would help in decision-making in Santa Inés selection
programs.

Keywords: hair sheep, homozigosity, linkage disequilibrium, realized kinship.
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1 INTRODUCAO

Com a crescente popularidade da producdo de carne na indtstria ovina, geneticistas e
criadores tem direcionado suas atencdes para o melhoramento de caracteristicas de
crescimento e de producdo de carne. Nesse sentido, o conhecimento das potencialidades e
limitacdes das ragas é importante, pois fornece orientagdo para programas de melhoramento
genético e selecdo.

No Brasil, a Santa Inés € uma das ragas nativas que apresenta destaque. Segundo
CARNEIRO et al. (2006), foi a raca com maior aceitacdo no pais, pelos criadores de ovinos
de corte. E considerada uma opgio para a produgdo de carne em quase todas as regides do
Brasil, até para o semiarido, pois, apresenta potencial de adaptagcdo as condi¢des peculiares
desse ambiente, além de apresentar excelente qualidade de pele e bom desenvolvimento
ponderal, o que a coloca em posi¢do estratégica como uma reserva de diversidade genética
factivel de uso em programas de melhoramento genético por meio da selecio.

Para que programas de melhoramento genético tornem-se vidveis, € imprescindivel o
conhecimento de fatores que podem interferir na eficiéncia do progresso genético por selecao,
como por exemplo, o intervalo de geracdo, tamanho efetivo e a variabilidade genética dos
rebanhos (MALHADO et al., 2008). Programas de selecio em populagdes com tamanho
efetivo pequeno sdo limitados, tanto pelo pequeno nimero de animais disponivel para
reproducdo, quanto pela necessidade de controlar a endogamia (FONTANESI et al., 2015).

As correlacdes de elevada magnitude entre caracteristicas de tamanho corporal com
caracteristicas de crescimento e producdo de carne indicam proporcionalidade durante a fase
de crescimento entre o aumento do corpo do animal e o aumento da musculosidade (SANTOS
et al., 2016).

O controle genético de caracteristicas de crescimento e producdo de carne tem sido
estudado sem identificar os genes ou variantes genéticas subjacentes a variacdo observada,
com selecdo fundamentada nas estimativas de valores genéticos calculados a partir de
informagdes fenotipicas e de pedigree (GODDARD E HAYES, 2009).

Nesse sentido, os painéis de alta densidade de polimorfismo de base tnica (Single
Nucleotide Polymorphism — SNP) surgiram como uma ferramenta essencial para os estudos de
associacdo gendmica ampla e selecdo de caracteristicas economicamente importantes
(HERERRO-MEDRANO et al., 2013). De acordo com PETERS et al. (2012), estudos de
associacdo entre SNPs provenientes de painéis de alta de densidade e caracteristicas de
interesse econdmico possuem muitas aplicacdes praticas, por exemplo, deteccdo de QTLs e

construcdo de bibliotecas de genes. Esses estudos sdo uteis para se conhecer a estrutura
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genética da populagdo e para posterior aplicacdo de selecdo gendmica e selecdo assistida por
marcadores.

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar a estrutura genética por meio de analise
tradicional e gendOmica, bem como a associagdo entre regides cromossdmicas com
caracteristicas de tamanho corporal em ovinos da raca ovinos Santa Inés, utilizando
metodologia de passo tnico (ssGWAS). A pesquisa estd estruturada conforme a Resolugdo 001/03
CCMCA, que estabelece as normas para elaboragdo e apresentacdo de Tese do Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui e os Capitulos I e II seguem
normas de revista indexada da drea (Revista Pesquisa Agropecudria Brasileira), onde serdo
submetidos a andlise para posterior publicacao.

O estudo foi segmentado a fim de melhorar a acomodacido dos diferentes tdpicos.
Inicialmente, tem-se a revisdo de literatura, que engloba os temas abordados nos Capitulos, aos
quais servird de referencial tedrico, bem como as respectivas Referéncias Bibliogréficas
utilizadas. Segue com o Capitulo I, o qual trata sobre a Estrutura genética e segmentos de
homozigose em ovinos da raga Santa Inés. O Capitulo II versa sobre Associagdo genOmica
ampla para caracteristicas de tamanho corporal em ovinos Santa Inés. A finalizagdo desta

pesquisa ¢ alcangada com as Consideracdes Finais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura genética

Uma populagdo, do ponto de vista genético, compreende o conjunto de genes que se
agrupam ao longo do tempo e que depende de muitos processos, dentre eles: sele¢do, mutagao
migracdo e deriva genética (FALCONER, 1987). O estudo da estrutura populacional é um
importante critério para analisar a variabilidade genética inter e intrapopulacional balizada
pela taxa de consanguinidade.

O conhecimento da estrutura populacional de uma raga é de suma importancia em
razdo da necessidade de monitorar a diversidade genética, bem como para o controle de
acasalamentos entre individuos aparentados, visto que, a perda da variabilidade genética pode
comprometer o progresso genético futuro em caracteristicas de importdncia econOmica
(FARIA et al., 2010). Barros et al. (2011) afirmaram que o estudo da estrutura genética de
uma raca ou populacdo permite conhecer como os genes estdo sendo conduzidos ao longo das
geracgdes, 0 que proporciona informagdes sobre o nimero de genes que lhe deram origem e

estimam a participacio destes na populacdo atual.
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As informacdes de pedigree foram utilizadas no estudo da estrutura genética da
populacido da maioria das espécies de interesse econdmico, como bovinos (GUTIERREZ et
al., 2003), caprinos (BARROS et al., 2011) e ovinos (RODRIGUES et al., 2009; REGO
NETO et al.,, 2014). Entretanto, a avaliacdio da populagdo com base em informacgdes
genealdgicas muitas vezes € prejudicada pela escassez e qualidade desse tipo de informacgao.

Com os avancos da genética molecular, a avaliacio da estrutura genética de
populagdes foi facilitada, pois os marcadores moleculares fornecem informagdes valiosas para
o monitoramento da selecdo artificial, podendo ser usados na identificagdo individual ou
conjunto de animais que devem ser mantidos em processo de reproducio, apenas para evitar a
perda de diversidade genética. Além disso, essas informacdes de parentesco entre os
individuos podem ser utilizadas para evitar o acasalamento entre animais endogamicos
(DEASSIS et al., 2009).

Os marcadores SNPs permitem avaliar a heterozigosidade observada e esperada, bem
como o conteddo de informacdo polimérfica (PIC) e equilibrio de Hardy-Weinberg EHW).

Com a andlise de varidncia molecular (AMOVA), além das estatisticas F

(F IT > F 15 € F ST ), que em conjunto descrevem a distribuicdo da diversidade genética na

populacio e permitem inferir sobre a existéncia de estruturacio populacional (GUTIERREZ
et al., 2003).

Outro aspecto de interesse ao estudar uma populacdo sob pressdo de selecdo € avaliar
o nivel de endogamia. O coeficiente de endogamia tradicional € estimado com base em dados
de pedigree, os quais dependem da integridade e exatiddo dos registros genealdgicos
disponiveis. No entanto, com as informagdes fornecidas por marcadores moleculares (painéis
de chips SNP do genoma), pode-se estimar esse coeficiente com ou sem informacdes de

pedigree ( BOUQUET et al., 2011).

2.2 Erros de pedigree

Entende-se por selecdo tudo aquilo que possa favorecer ou prejudicar determinados
individuos, sob o ponto de vista da transmissdo de seus genes as futuras geracdes.
Tradicionalmente, a selecdo de animais realizada pelo fendtipo é considerada vidvel para a
identificacdo de animais com alto potencial genético, o que corresponde a selecio genotipica,
em que o animal ¢ selecionado por meio da medida de seu potencial genético.

O sucesso do melhoramento genético animal depende essencialmente da adogdo de

métodos acurados de selecdo, os quais demandam a predi¢do dos valores genéticos dos
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animais candidatos a reproduc@o. O desenvolvimento da tecnologia computacional e do
método BLUP (Best Linear Unbiesed Prediction, Melhor Predi¢do Linear Nido Viesada)
associado ao modelo animal tornou-se o procedimento padrio de avaliacdo genética em
bovinos de leite, bovinos de corte, ovinos e suinos (RESENDE e PEREZ, 1999).

O método BLUP foi desenvolvido por HENDERSON (1973). A utilizacdo de
informacdes dos animais e de seus parentes, considerando a corre¢do dos fendtipos para os
efeitos ambientais identificaveis, permite com o BLUP predizer valores genéticos dos animais
com acuracia (RESENDE e PEREZ, 1999).

O rigor da predi¢do dos valores genéticos pode ser melhorado pela utilizacdo de
todas as informacdes de parentesco entre os animais que estdo sendo avaliados. A
metodologia de modelos mistos, para obtencdo do BLUP, utiliza a matriz de numeradores do
coeficiente de parentesco de Wright (A), que inclui todas as informagdes genealdgicas
disponiveis. O uso da matriz A faz com que a selecdo com base nos valores genéticos preditos
pelo BLUP apresente superioridade sobre outros métodos de selecdo, especialmente quanto as
caracteristicas de baixa herdabilidade, em que o BLUP enfatiza as informacdes de parentes,
em detrimento das informagdes do préprio individuo (HENDERSON, 1975). Todavia,
quando as informagdes de pedigree cont€m erros, a predicdo dos valores genéticos dos
animais pode ser viesada e a sele¢@o pouco eficiente.

A obtencdo de informagdes corretas de pedigree € fundamental para um programa de
melhoramento genético bem sucedido e sua importancia aumentou com a introducio, nos
anos 80, do modelo animal para a avaliagdo genética. No modelo animal, uma linhagem com
erro, por exemplo, um pai de um animal identificado incorretamente, afetard a predi¢do do
valor genético do animal e de todos os seus parentes (VISSCHER et al., 2002).

Vale ressaltar que, mesmo quando o pedigree tem perfeito relacionamento entre
individuos de uma populacio, o valor previsto de parentesco pode variar em consequéncia da
segregacdo e recombinacdo dos genes (HILL e WEIR, 2011), o que ndo é considerado nos
métodos tradicionais de predi¢do de valor genético.

Os erros de pedigree reduzem o ganho genético esperado pela sele¢cdo com base nos
valores genéticos preditos pelo BLUP, principalmente em caracteristicas de baixa
herdabilidade, nas quais a informagdo correta de parentesco é de grande importancia
(CARNEIRO et al., 2006). SENNEKE et al. (2004) concluiram que as estimativas dos efeitos
genéticos diretos e maternos aumentam com a reducdo de erros de pedigree simulados.
MORRISSEY et al. (2007), com a utilizacdo de dados simulados, afirmaram que na auséncia

de efeitos maternos, o viés da herdabilidade cresceu com o aumento da taxa de erros no
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pedigree e que, um erro de 10% no pedigree pode levar a reducdes de 2 a 3% na resposta da
selecdo, em gado leiteiro, enquanto que, diferentes estudos relataram erros de pedigree
observados em bovinos de até 23%, em varios paises.

Adotando a matriz de parentesco genomica, VISSCHER et al. (2002) observaram
taxa de erro de pedigree de 10%. Estes autores atribuiram que este valor tem impacto
considerdvel no progresso genético do rebanho leiteiro no Reino Unido. BERENOS et al.
(2014) observam que erros de pedigree na matriz de parentesco provocaram viés de forma
negativa nas estimativas de herdabilidade e covaridncias genéticas, e que € concebivel que
uma melhor informacgdo de parentesco, seja por pedigree ou por métodos gendmicos, pode
melhorar as estimativas de herdabilidade e aumentar a acuricia das predi¢cdes dos valores
genéticos.

Em termos préticos, o aumento da acuracia leva ao aumento do ganho genético por
promover o encurtamento do intervalo entre geracdes, j4 que os animais jovens passam a ser
utilizados como reprodutores precocemente, € também pelo aumento da acurdcia em si, que
apresenta relagdo proporcional com o ganho genético. REZENDE (2012) observou que a
incorporacdo de informacdes genOmicas nas avaliagdes genéticas de bovinos de corte

aumentou a acurdcia das estimativas de valores genéticos.

2.3 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares surgiram como ferramenta capaz de detectar variacoes
genéticas no DNA e t€m sido utilizados em anélises genéticas em diferentes situagdes como,
por exemplo, na caracterizacdo de racas, identificagdo de clones, fluxo génico, taxa de
cruzamento, parentesco e construcdo de mapas genéticos. Os marcadores podem diferir em
caracteristicas importantes como abundancia gendmica, nivel de polimorfismo detectivel e
informagdo genética, especificidade dos loci e reprodutibilidade (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

O uso de informagdes obtidas a partir de técnicas de genética molecular no
melhoramento genético animal tem como principal vantagem a utilizagdo direta da
informagdo do material genético na selecdo, permitindo melhorias na efici€ncia de selecéo e
diminui¢do no tempo de avaliagdo dos animais, em comparagcdo com a selecdo tradicional
com base essencialmente em dados fenotipicos. O uso de informacdes genéticas moleculares
e fenotipicas para as avaliacdes caracteriza a selecdo assistida por marcadores genéticos

(DEKKERS, 2004).



19

Com os avangos tecnoldgicos, o desenvolvimento do sequenciamento automatico
possibilitou a deteccdo dos SNPs, que € um tipo de marcador molecular de alto desempenho,
eficiéncia e baixo custo. Juntamente com as pequenas mutagdes de transi¢des, onde ocorrem
trocas de uma purina por outra purina (A/G), ou de uma pirimidina por outra pirimidina
(C/T), e as transversdes, que ocorrem quando hd troca de uma purina por uma pirimidina, ou
vice-versa (A/T ou C/G), os SNPs representam a forma mais frequente de variagdo genética
natural, geralmente na maior parte dos organismos e, desta forma, estdo sendo muito
utilizados como uma nova geracdo de marcadores moleculares com diversas aplicagdes
(CAIXETA et al., 2013).

A sigla SNP origina-se do inglés Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de
base tnica) e ¢ utilizada para representar a forma mais comum de variacdo genética entre os
individuos de determinada populagcdo. Os polimorfismos de base tnica estdo distribuidos de
forma abundante por todo o genoma, com alta variabilidade genética. Apresentam a vantagem
de serem mais estdveis que os outros marcadores, porém pouco informativos por geralmente
serem bialélicos (dois alelos por locus), o que requer a utilizacdo de grande quantidade em
andlises genéticas. Outra vantagem € a possibilidade de automacao, que permite a utilizacdo
de grande quantidade de individuos e de marcadores, assim como a genotipagem de alta
velocidade (ultra-high throughput genotyping), na localizagdo de loci de caracteristicas
quantitativas (QTL, Quantitative Trait Loci) (CAIXETA et al., 2013).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com fungdo regulatéria, bem
como em espagos intergénicos, sem funcdo determinada. Em regides codificadoras, quando
resultam em uma substituicdo de aminodcido na sequéncia proteica, sdo denominados nio
sindnimos, podendo a substitui¢do ser conservativa ou n@o conservativa, em func¢ido das
caracteristicas dos aminodcidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificagcdes
estruturais e funcionais na proteina (MEUWISSEN et al., 2001).

Embora SNPs sinonimicos ndo alterem a sequéncia proteica, eles podem modificar a
estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente, afetar a quantidade de
proteina produzida, que pode ser afetada quando ocorrem alteragdes nas regides nao
traduzidas do RNA mensageiro (5 UTR e 3° UTR). Além disso, polimorfismos génicos
podem promover processamentos alternativos, geracao ou supressdo de codons de terminagdo,
altera¢do nos cddons de iniciagdo da tradugdo e alteracdes no padrio de expressdo de genes
quando a troca de bases ocorre em sequéncias promotoras (GUIMARAES e COSTA, 2002).

Plataformas para deteccdo de milhares a centenas de milhares dessas variagdes no

DNA (Chips de SNPs de alta densidade) foram criadas e estdo sendo utilizadas (PEREIRA et
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al., 2013). Os chips de genotipagem de alta densidade permitem a genotipagem de milhares
de SNPs distribuidos ao longo de todo o genoma da espécie em estudo, tornando possivel,
teoricamente, a particdo de 100% da variabilidade genética aditiva de uma caracteristica,
propiciando a estimacdo do valor de substitui¢do de alelos em cada um dos loci envolvidos
com o fenétipo. Desta forma, depois de estabelecida a relagdo entre um conjunto de
polimorfismos e uma caracteristica de interesse, é possivel estimar o valor genético de um
individuo com base nos genétipos destes marcadores, ou seja, o valor gendmico, sem a
necessidade de avaliacdo fenotipica (MEUWISSEN et al., 2001).

O Consorcio Internacional do Genoma Ovino (International Sheep Genomics
Consortium, ISGC, 2006) validou um painel de 60.000 marcadores SNP utilizando 2.819
animais de 74 racas de ovinos, em que o Brasil foi o tinico pais da América do Sul a participar
do Consoércio, com DNA de 98 animais pertencentes a trés ragas localmente adaptadas (Santa
Inés, Morada Nova e animais Crioulos) (KIJAS et al., 2012).

No ambito do projeto HapMap ovino, o Ilumina OvineSNP50 BeadChip € utilizado
para apresentar uma avaliacdo preliminar do LD em 74 racas diferentes de ovinos
(RAADSMA, 2010). Um subgrupo de SNPs informativos a partir deste chip tem sido
utilizado em ovinos selvagens para calcular a extensido do LD e avaliar a utilidade deste chip,
que foi desenvolvido para ovinos domésticos e para a realizacio de estudos de associagdo do

genoma em populagdes de ovinos selvagens (MILLER et al., 2010).

2.4 Segmentos de homozigose (ROH)

A disponibilidade de painéis de SNP de alta densidade permite identificar sequéncias
longas e continuas de gendtipos homozigotos, definidas por KU et al. (2011) como segmentos
de homozigose (Runs of homozygosity, ROH).

Segmentos de homozigose surgem quando os pais de um animal possuem um
ancestral comum relativamente recente, isto é, quando pais sdo aparentados, estes
compartilham grande parte dos seus genomas, que s@o idénticos por ascendéncia. Caso ambos
0s pais transmitam o mesmo segmento para sua progénie, ela serd homozigota para o mesmo,
dando origem aos ROH (KIM et al., 2013).

O tamanho de um segmento de homozigose continuo depende do grau de parentesco
dos progenitores, em que longos ROH sdo origindrios de endogamia recente, enquanto que
ROH devido ao acasalamento de parentes distantes sdo geralmente menores (KIRIN et al.,

2010).
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Como os eventos de recombinag@o interrompem segmentos cromossdmicos longos,
ROH longos (~ 10 Mb) surgem como resultado de endogamia recente (até cinco geragdes
passadas), enquanto ROH mais curtos (~ 1 Mb) podem indicar efeito ancestral mais distante
(até 50 geragdes atrds), tais como efeito fundador da raca (HOWRIGAN et al., 2011).
FISHER (1954) observou que o tamanho esperado de um segmento de DNA, que € idéntico
por descendéncia, segue distribui¢do exponencial com média igual a ¥2g Morgans, em que “g”
€ o nimero de geracdes passadas desde o ancestral comum. Logo, longos ROH (>5 Mb)
refletem endogamia a partir de um ancestral comum que estd a menos que 10 geracdes
passadas.

BROMAN e WEBER (1999) foram os primeiros a reconhecer que os longos trechos
de homozigotos em humanos, muito provavelmente refletem autozigose, o que pode ter
implicagdes de longo alcance para a saide humana. Mapeamentos de homozigosidade
utilizando dados gendmicos foram realizados para identificar ROH em fenétipos complexos e
associd-los com doengas, tais como esquizofrenia, transtorno bipolar, Parkinson, Alzheimer,
cancer colorretal, de mama e prdstata. Outras caracteristicas como altura e peso também
foram avaliadas usando anélises de segmentos de homozigose (HOWRIGAN et al., 2011;
YANG et al., 2012).

A base mais forte para o uso de ROH em genética de populagdes foi definda por
MCQUILLAN et al. (2008), quando realizaram uma andlise descritiva das populagcdes
europeias, incluindo ilhas Isoladas na Croacia e na Escdcia, e definiram um novo coeficiente
de endogamia gendmica, calculado com base em segmentos de homosigose (FROH), que
fornecem boa medida de autozigose individual de todo o genoma e permitem distinguir entre
consanguinidade recente e antiga. Desde entdo, os ROH tém sido utilizados para estimar a
endogamia (ZHANG et al., 2013). A extensdo e frequéncia destes pode informar sobre a
ascendéncia de um individuo em sua populacdo. Hoje em dia, calculado a partir de ROH, o F
de FROH ¢ considerado o método que é mais poderoso para detectar efeitos de endogamia
dentre as vdrias alternativas disponiveis, pois se correlaciona fortemente com carga mutacio
homozigética (KELLER et al., 2011).

Em animais domésticos, SOLKNER et al. (2010) e FERENCAKOVIC et al. (2011)
foram os primeiros a estender o conceito de ROH, em trabalhos com bovinos, seguidos por
PURFIELDet al. (2012) e FERENCAKOVIC et al. (2013). No entanto, o foco desses estudos
tem sido a comparacdo entre coeficiente de endogamia calculado com base em segmentos de

homozigose (FROH) e coeficiente de endogamia calculado com base em dados de pedigree
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(FPED) em termos de comprimento de ROH, profundidade e qualidade de pedigree,
algoritmos de célculo e densidade do marcador.

Correlagdes de baixa magnitude entre as estimativas do coeficiente de endogamia
obtidas a partir do pedigree e com base em dados de genotipagem de diferentes espécies
foram observadas em alguns trabalhos (LOPES et al., 2013; SCRAGGS et al., 2013), o que
pode ser explicado pelo efeito da variacdo da recombinagdo génica, que ndo € considerada
quando a endogamia € calculada a partir de dados de pedigree. Além disso, estimativas com
base nos registros do pedigree negligenciam os efeitos da endogamia acumulada ao longo das
geracdes e ndo consideram os erros de pedigree acumulados entre as geragdes passadas

(MASTRANGELO et al., 2016).

2.5 Desequilibrio de ligacao (LD)

O desequilibrio de ligacao (LLD) representa uma medida de correlacio entre alelos em
loci diferentes, representando a falta de independéncia, de forma estdtica, entre os alelos.

O LD existe entre dois loci ligados quando alelos presentes nestes ocorrem no
mesmo haplétipo de maneira mais frequente do que o esperado na populacdo. Estas
associacdes alélicas sdo devidas principalmente a proximidade fisica, mas também sdo
influenciados pela histéria da populacdo e pelas forcas evolutivas como, por exemplo, a
recombinacdo entre os polimorfismos (KHATKAR et al., 2008). Além da taxa de
recombinacdo, a magnitude e o decaimento do LD podem ser alterados por diversos eventos
como miscigenagdo, deriva genética, efeito fundador, gargalos populacionais, mutacdo e
selecdo. Outros fatores, tais como idade da populagdo, tamanho e taxa de crescimento
populacional, migracdo e endocruzamento podem modificar os padrées de LD (O’BRIEN et
al., 2014).

Em resposta a reducdo de tamanho da populagdo provocada por selecio, deriva e /ou
outros processos evolutivos, combinagdes especificas de alelos podem ser conservadas ao
longo de muitas gera¢des mais frequentemente do que o esperado por acaso, conduzindo ao
desenvolvimento de blocos de desequilibrio de ligagdo (LD). O comprimento destes blocos
genéticos co-herdados, conhecidos como haplétipos, é proporcional ao nivel de LD em todo o
genoma e seu estudo torna-se crucial para entender a dindmica e caracteristicas das
populacdes, incluindo assinaturas de selecio, recombinagio e gargalos (SANCHEZ-
MOLANO et al., 2016).

Por interferir diretamente na dindmica genética das populacdes, o LD deve ser

entendido como um fendmeno genético. Seu efeito é visualizado na segregacdo ndo



23

independente dos alelos dos diferentes loci (HARTL e CLARK, 2010), resultando numa
correlacdo entre eles durante a formagdo dos haplétipos (FLINT-GARCIA et al., 2003).
Assim, sua existéncia acaba interferindo na formacdo dos genétipos dos individuos nas
populagdes.

O éxito dos métodos de associacdo e selecdo gendmica depende da extensdo do
desequilibrio de ligagdo em todo o genoma, o que pode variar entre populagdes. LD entre o
marcador e um QTL (Quantitative Trait Loci) é apontado como um dos fatores que afetam a
acuricia do valor genético gendmico. Como um exemplo, a medida de desequilibrio de
ligacdo serve para avaliar o nimero de marcadores necessarios para associar variagdo genética
com caracteristicas economicamente importantes (O’BRIEN et al., 2014).

A populacdo com extenso LD exigird uma densidade de marcador inferior. Em
contraste, se o LD persistir ao longo de distdncias curtas, muito mais marcadores serio
necessarios para obter o mesmo poder para detectar associacio (MEADOWS et al., 2008). Do
mesmo modo, as assinaturas de regides genOmicas sob selecdo positiva podem ser
identificadas por meio do estudo da estrutura de bloco de haplétipo em todo o genoma

(QANBARI et al., 2010).

2.6 Estudos de Associacao Genomica Ampla - GWAS

Os avancos tecnoldgicos aliados ao fator custo-beneficio possibilitaram a utilizagao
de painéis densos de polimorfismos de nucleotideo tunico (SNP), possibilitando o
conhecimento de informacgdes do genoma antes desconhecidas do melhoramento genético, o
que tornou possivel a investigagdo sobre a estrutura genética das caracteristicas de interesse
econdmico. Sendo assim, estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS — Genome Wide
Association Studies) estdo sendo utilizados na busca por variantes genéticas associadas com a
expressao fenotipica de diferentes caracteristicas em diversas populacdes (WELLER e RON,
2011; VISSCHER et al., 2012; LIU et al., 2013; PONSUKSILI et al., 2014).

Os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) buscam combinar informagdes
de gendtipos, fendtipos e de pedigree dos individuos para identificar regides do genoma que
influenciam caracteristicas de interesse. No cendrio da producdo animal, andlises do tipo
GWAS podem ser definidas pelo uso de painéis densos de SNPs para avaliar uma
determinada populacdo ou racga, onde as variagcdes genéticas exercem fungdo sobre qualquer
caracteristica fenotipica de importancia econdmica e t€ém o objetivo de revelar essas
associacdes entre SNP e fenétipo de modo a identificar genes e/ou loci de caracteristicas

quantitativas (QTL — Quantitative Trait Loci) relacionados a expressdo de fendtipos. Esses



24

estudos sdo uteis para se conhecer a estrutura genética da populagdo e para posterior aplicacio
de sele¢do gendmica e selegdo assistida por marcadores (UTSUNOMIYA et al., 2013).

Segundo PETERS et al. (2012), estudos do tipo GWAS eram realizados pela
metodologia de quadrados minimos, aplicando-se corre¢do de Bonferroni para se fazer
infer€ncias sobre QTLs a partir de efeitos individuais de SNPs, assumindo auséncia de
estrutura da populagdo, o que, segundo SILVA et al. (2017), € muito improvavel de acontecer
quando se estd trabalhando com dados reais. Com isso, os principais problemas enfrentados
com essa metodologia sdo as altas taxas de falso-positivos e a superestimacio dos efeitos de
QTLs e dos SNPs.

Uma abordagem alternativa com a finalidade de corrigir tais problemas de GWAS
foi proposta por WANG et al. (2012), onde todos os gendtipos, fendtipos e informagdes de
pedigree sdo considerados em uma unica etapa (ssGWAS), permitindo assim, o uso de
diferentes modelos e todas as relacdes de parentesco simultaneamente. Com esta abordagem,
todos os SNPs sdo considerados a0 mesmo tempo, junto com todos os fendtipos dos animais
genotipados e ndo genotipados.

Trabalhos relacionados a associagdo gendmica com caracteristicas de crescimento,
tamanho corporal e caraga t€m sido realizados em ovinos (KIJAS et al., 2012, ZHANG, et al.,
2013, MATIKA et al., 2016).
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ESTRUTURA GENETICA E SEGUIMENTOS DE HOMOZIGOSE EM OVINOS DA
RACA SANTA INES



31

Estrutura genética e segmentos de homozigose em ovinos da raca Santa Inés

Aurino de Araujo Rego Neto'”, José Lindenberg Rocha Sarmento®

Up6s Graduando do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal — UFPL. e-

mail:aurinorego @hotmail.com

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

Resumo: Objetivou-se com este estudo avaliar a estrutura genética da raga Santa Inés por
meio de andlise tradicional e gendmica. Foram utilizados informacdes de 428 animais criados
nos estados do Piaui e Maranhdo, dos quais foram genotipados 271, utilizando-se SNPs Chip
de alta densidade Ovine 50K da Illumina. Apds o controle de qualidade, foram utilizados
51.874 SNPs. Foram utilizados dois métodos para calcular o parentesco entre os animais,
matriz de relacionamento genético tradicional (A), com base na informacgdo de pedigree, e a
matriz de relacionamento genético gendomico (G), fundamentada nos marcadores SNP's.
Quatro critérios foram utilizados e comparados para estimar a endogamia, informacoes
pedigree (FPED); seguimentos de homozigose (FROH), frequéncia de homozigose observada
e esperada (FHOM) e a matriz de relacionamento genémico (FGRM). Com a estatistica r
estimou-se a extensdo do desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs adjacentes presentes
nos cromossomos autossomicos. A identificagdo dos segmentos de homozigose (ROH) nos
cromossomos autossdmicos foi realizada considerando pelo menos 50 SNPs homozigotos em
um segmento minimo de 1.000 Kb por animal. O desequilibrio de ligacdo (LD) r2 foi de
0,4443. Os coeficientes de endogamia médios estimados FPED, FROH, FHOM, FGRM,
foram 0,0004 0,035, 0,025, e 0,552 respectivamente. As estimativas de parentesco médio com
base em A e G foram, respectivamente, 0,02 e 0,255. Foram identificados 4.022 seguimentos
de homozigose no genoma, dos quais se destacam trés regides no cromossomo 16 que foram

compartilhadas por mais de 50% da populacdo, o que pode indicar a ocorréncia de selecio
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intensa para caracteristicas cujo a expressdo estd regulada por genes localizados neste

Cromossomo.

Palavras chave: endogamia, ovinos deslanados, pedigree, segmentos de homozigose.

Genetic structure and runs of homozygosity in Santa Inés sheep

Abstract: In this study we aimed to evaluate the genetic structure of the Santa Inés breed by
using traditional and genomic analyzes. We used information of 428 animals raised in the
states of Piaui and Maranhdo, and registered with the Brazilian Association of Sheep
Breeders. From those animals, 271 were genotyped using the high density [llumina Ovine
SNP50K BeadChip. After quality control, 51,874 SNPs were used for genomic analysis. The
traditional genetic relationship matrix (A), based on pedigree information, and the genomic
relationship matrix (G), based on SNP markers, were used to calculate relationship between
animals. In order to estimate the inbreeding coefficient, four criteria were used and compared:
pedigree information (FPED); runs of homozygosity (FROH); observed and expected
frequency of homozygsity (FHOM); and the genomic relationship matrix (FGRM). The extent
of linkage disequilibrium was estimated between all adjacent pairs of SNPs present in
autosomal chromosomes by means of r*. Identification of runs of homozygosity (ROH) in
autosomal chromosomes was performed by considering at least 50 homozygous SNPs in a
minimal segment of 1,000 Kb by animal. Linkage disequilibrium (LD): 1°=0.4443. The
estimated average inbreeding coefficients FPED, FROH, FHOM, and FGRM were 0.0004,
0.035, 0.025, and 0.552, respectively. The estimates of average relationship based on A and G
were 0.02 and 0.255, respectively. A total of 4,022 runs of homozygosity were identified

throughout the genome, where three regions in chromosome 16 stand out, because they were
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shared by more than 50% of the population. This is probably an indicative that intensive
selection is occurring for traits of which the expression is controlled by genes located in

chromosome 16.

Keywords: hair sheep, inbreeding, pedigree, runs of homozygous.

Introducao

O conhecimento da estrutura genética em uma populagdo € importante, ndo s6 como
guia para as intervengdes genéticas, mas para avaliar os resultados da sele¢do. Informagdes da
estrutura da populacdo combinadas com informagdes sobre mudangas genéticas na populacio
podem auxiliar programas de melhoramento genético e conservacdo. Tradicionalmente feitos
com base com base em informagdes de pedigree, os cilculos dos parametros populacionais
podem ser subestimados, pois dependem da integridade e exatiddo dos registros genealdgicos
disponiveis, além de muitas vezes a genealogia ser complexa e ter lagos potencialmente
desconhecidos, como também o efeito da variagdo da recombinacdo gé€nica, que ndo é
considerado.

Devido a disponibilidade de painéis de SNP de alta densidade associada com o

(%

avanco das técnicas utilizadas no melhoramento genético animal, tornou-se possivel
utilizacdo de informagdes mais precisas sobre os alelos idénticos por descendéncia (IBD), por
posuirem um ancestral comum no genoma de um individuo, e alelos idénticos
independentemente de serem ou nio herdados de um antepassado recente (IBS), que podem
ser compartilhados por ancestrais comuns, ausentes no pedigree, tornando possivel a
utilizacdo da matriz de parentesco gendmica denominada Genomic Relationship Matrix
(GRM) (Forni et al., 2011). O que contribui de forma significativa para obtencdo de

estimativas de parametros populacionais mais acurados.
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A genotipagem com painéis de alta densidade permitem avaliar as similaridades no
padrdo do desequilibrio de ligacdo (LD, Linkage Disequilibrium) em toda a populagio,
fornecendo informagdes sobre o parentesco da mesma (Wang et al., 2013). Assim como o LD,
os segmentos de homozigose (ROH- Runs of Homozygosity) apresentam indicativo sobre a
estrutura da populagdo, fornecendo informacdes sobre o histérico demogréfico e eventos de
endogamia da mesma (Bosse et al., 2012; Purfield et al., 2012).

Mapeamentos de homozigose utilizando dados gendmicos foram realizados para
identificar os ROH em fendtipos complexos e associd-los com doencgas, tais como
esquizofrenia, transtorno bipolar, Parkinson, Alzheimer, cincer colorretal, de mama e
préstata. Outras caracteristicas como altura e peso foram avaliadas usando anélises de
segmentos de homozigose, tendo sido identificados segmentos de homozigose associados
com a doenga de Alzheimer (Howrigan et al., 2011; Yang et al., 2012).

Tendo em vista a importancia do conhecimento da estrutura genética de uma
populagdo para programas de melhoramento e conservacio, objetivou-se com esta pesquisa
avaliar a estrutura genética da populacdo de ovinos da raca Santa Inés por meio de: (i)
andlises de desequilibrio de ligacdo; (ii) estimacdo dos coeficientes de parentesco e
endogamia utilizando dados gendmicos e de pedigree; (iii) andlise do nimero e tamanho de

segmentos de homozigose ROH.

Material e Métodos
Dados
A pesquisa foi realizada com informagdes de 428 ovinos da raca Santa Inés,
pertencentes a seis criatorios localizados na regido Meio-norte do Brasil, dos quais 271 foram

genotipados.
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Extracdo de DNA

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

estima a concentragdo de DNA das amostras, essencial para preparac¢do para genotipagem.

Genotipagem

A genotipagem foi realizada utilizando o chip de alta densidade BeadChip
OvineSNP50k contendo 54.241 SNPs uniformemente espagados nos cromossomos. O chip de
SNPs foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da Illumina™, usando a plataforma
iScan. O protocolo de genotipagem foi seguido de acordo com o que foi estabelecido pelo
fabricante (disponivel em www.illumina.com). Este consistiu nos seguintes passos principais:
(1) amplificacdo isotérmica e (2) incubagdo das amostras (overnight); (3) fragmentacdo das
amostras, (4) precipitacdo e resuspensdo, (5) preparacdo do BeadChip e (6) hibridizacdo
(overnight); (7) extensdo enzimdtica de uma unica base, (8) visualizacio das imagens na
plataforma iScan e (9) resultados gerados (Figura 1).

O processo de amplificac@o isotérmica visou aumentar a ordem de centenas de vezes
a concentracdo do DNA, evitando assim, que esse fosse um fator limitante e influenciasse de
forma negativa os resultados. O material sofreu precipitacdo com dlcool e resuspensdo. O
DNA foi submetido a ag@o de enzimas do tipo end-point que fragmentam em locais

especificos da sequéncia, evitando a quebra excessiva do DNA. Posteriormente a esses
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processos, 0 DNA gendmico se anelou a 50 bases ligadas covalentemente a cada Bead, o qual
representa um locus especifico. A lamina foi submetida a corantes que foram incorporados
aos Beads e que permitiram a diferenciac@o dos gendtipos. Por fim, os fluoréforos ligados aos
Beads foram submetidos a um conjunto de laser que permitiu que o sinal de fluorescéncia

fosse captado e analisado pela plataforma iScan.

Controle de qualidade e andlise genética

O controle de qualidade foi realizado utilizando o programa PLINK v.1.9 (Purcell et
al., 2007) para remogéo de marcadores que falharam em mais de 5% das amostras e amostras
que falharam em mais de 5% dos marcadores. Além disso, os registros dos SNPs dos
cromossomos sexuais foram excluidos, porque a recombinag@o nestes cromossomos tende a
ocorrer de forma diferente dos autossdmicos. Nenhum filtro adicional foi considerado no
estudo, uma vez que a remogdo de alelos raros em anélises de estrutura de populagdo pode
levar a obtencdo de resultados superestimados ou subestimados quando se trabalha com
amostras de populagdes (Bosse et al., 2012).

Apbs o controle de qualidade, foram calculadas estimativas de Heterozigosidade
Esperada (He), Heterozigosidade Observada (Ho), segmentos de homozigose (ROH),
coeficientes de endogamia calculada pela frequéncia de homozigose observada e esperada
(FHOM), e coeficiente de endogamia calculado pelas regides de homozigose (FROH),
coeficiente de endogamia calculado pela matriz de relacionamento genético (FGRM) e
desequilibrio de ligagao (LD).

O desequilibrio de ligacdo entre dois SNPs foi avaliado utilizando o r* descrito por
(Hill & Robertson, 1968) pela férmula:

2 DZ
" T @ @fBfb)
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em que D = f(AB) — f(A)f(B)e f(AB), f(A), f(B), f(b) sdo as frequéncias observadas do
haplotipo AB e dos alelos A, a, B, e b, respectivamente. Se os dois loci sdo independentes,
entdo a frequéncia esperada do haplétipo Ab a flAB) é calculada como o produto entre f{A) e
f(B). Se f{AB) é maior ou menor do que o esperado, entdo esses dois loci em particular tendem
a segregar conjuntamente e estdo em LD. As medidas de r? foram calculadas utilizando o
programa computacional PLINK v.1.9 (Purcell et al., 2007).

A identificacdo dos segmentos de homozigose ROH foi realizada com auxilio do
programa computacional PLINK v.1.9 (Purcell et al., 2007). Foram definidos como
segmentos de homozigose (ROH) aqueles segmentos que apresentaram pelo menos 50 SNPs
homozigotos em distdncias minimas de 1.000 Kb por animal, permitindo um SNP
heterozigoto e um SNP faltante/perdido dentro de uma janela de 50 SNPs (Scraggs et al.,
2013). Posteriormente, foi feito o agrupamento dos individuos que compartilham segmentos
de homozigose em comum no genoma.

Os segmentos de homozigose compartilhados por mais que 50% das amostras foram
analisados, buscando-se identificar genes descritos para a espécie. A busca foi realizada por
meio de andlises nas plataformas de dados Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/index.html), National Center for Biotechnology Information Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) e PANTHER (http://www.pantherdb.org/), para estudos
das fungdes bioldgicas e vias metabdlicas.

O coeficiente de endogamia (FROH) foi estimado usando a seguinte equagao:

FROH — ZK Tamanho (ROH X )
- L

em que, “k” € nimero de ROH identificados para cada individuo multiplicado pelo tamanho

médio de seus ROHs e “L” € o tamanho total do genoma ovino. Logo, FROH ¢ definido como

o tamanho do genoma oriundo da andlise de ROH dividido pelo tamanho total do genoma.
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O coeficiente de endogamia (FHOM) foi calculado com base no excesso de

homozigose, como proposto por Wright (1922) como segue:

_l_xl.(2—xi)
h,

1

FHOM=[0(# Hom)— E(# Hom)|/[1— E(z Hom)]

em que, O(#Hom) e E(#Hom) sdo as homozigose observada e esperada na amostra,
respectivamente, ¢ Xi € o ndmero de coOpias do alelo de referéncia (alelo cujo gendtipo
homozigoto foi codificado como "0") para o i-€simo SNP (Yang, et al., 2012). Isso equivale a
estimar a relacdo de um individuo com ele mesmo (diagonal do GRM derivado de SNP), e hi
=2pi (1 - pi), em que pi € a fracdo observada do primeiro alelo no locus i.

O coeficeinte de endogamia FGRM foi obtido pela diagonal de uma matriz de
relacdo gendmica (VanRaden 2008; VanRaden et al., 2011), calculado como:

zz'

G=——""——
2% pl(-p,)

em que, Z é uma matriz de gendtipo centrada e p,é a frequéncia do alelo de referéncia no

16cus /. A matriz Z é obtida subtraindo-se a matriz do genétipo M (com escores genotipicos

codificados como 0, 1 ou 2 para o alelo alternativo Homozigoto, heterozigoto e alelo

homozigoto de referéncia, respectivamente). Matriz p,, cujos elementos da coluna / sdo

equivalentes a 2p,. Os elementos diagonais G (G,;) representam a relagdo de um animal
consigo mesmo, incluindo assim as informacdes de autozigose. Segundo VanRaden et al.
(2011), G,; pode fornecer uma aproximagao mais adequada para o coeficiente de endogamia
com base no pedigree, quando assumido = 0,5, em vez de usar estimativas de frequéncias de
alelos de populacido base (o que pode ser dificil de estimar, especialmente na auséncia de

dados de pedigree). Assim, a matriz G foi calculada utilizando frequéncias alélicas fixadas em

0,5.
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Andlises de pedigree

Para anélise de pedigree foram utilizadas informagdes de registro genealdgico de 428
animas da raga Santa Inés, referentes aos estados do Piaui e Maranhdao. Com base nos
registros, foram calculados coeficiente de endogamia (FPED) e coeficiente de parentesco
médio (AR).

Coeficiente de endogamia (FPED) foi calculado utilizando-se o algoritmo proposto
por Meuwissen & Luo (1992), com base na decomposicdo da matriz A (de relacdo genética
aditiva), descrita por Henderson (1976): A=LDL’, em que L é uma matriz triangular contendo
a fracdo dos genes de animais que derivam de seus antepassados, D é uma matriz diagonal

contendo as variancias genéticas aditivas dentro de familia e L’ € a transposta da matriz L. A

partir da decomposi¢io proposta por Quaas (1976), como segue:
Aii =) L’ Dii
=1

em que Aii é o i-ésimo elemento diagonal de A, que € igual ao coeficiente de
consanguinidade do animal i + 1.

Coeficiente de parentesco médio (AR) é definido como a dupla probabilidade de dois
alelos tomados ao acaso, um para o animal e outro para a populagdo no pedigree (incluindo o
do animal), serem idénticos por descendéncia (Goyache et al., 2003). O AR de cada individuo
no pedigree foi calculado como a média dos coeficientes na linha correspondente ao
individuo em relag@o a matriz de parentesco A.

As matrizes G e A, e os 0o FGRM e FPED foram obtidos através do pacote pedigree

do programa estatistico R.
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Resultados e Discussao

O Desequilibrio de Ligagcdo (LD) representado pelo valor de 12 para todos os SNPs
adjacentes que estdo a uma distancia menor que 100 Kb foi de 0,44, superior ao encontrado
por Garcia-Gamez et al. (2012), em ovinos nativos da raca Churras na Espanha (12 de 0,32).
Isso ja era de se esperar, pois a raga Santa In€s representa o grupo genético ovino mais
difundido no pais (Silva et al., 2012), com programas especificos de melhoramento genético e
selecdo (Sousa & Morais, 2000; Lobo, 2003). Os processos de sele¢do provocam aumento no
nivel do desequilibrio de ligacdo nas regides genomicas afetadas, ja que favorecem o aumento
na frequéncia de determinado alelo no pool de genes da populacdo e, assim, aumentam a
correlacdo com outros alelos de alta frequéncia, levando alelos ligados a apresentarem alta
prevaléncia (O’Brien et al., 2014).

Foi observado reducdo de r2 a medida que a distancia fisica entre os marcadores
aumentou, no entanto, a partir de distincias superiores a 1000 Kb, o 2 médio se estabilizou
em 0,35. O decaimento de 2 com aumento das distancias nos marcadores € esperado, uma vez
que, quanto maior for essa distdncia, maior serd a possibilidade de ocorrerem eventos de
recombinacdo e, portanto, a quebra da ligacdo entre os marcadores (Figura 2). Corroborando
com os encontrados por Garcia-Gamez et al. (2012) e Huang & Ren (2013), que observaram
médias de r2 maiores para distancias menores.

Os coeficientes de parentesco médio tradicional e gendmico obtidos a partir das
matrizes A e G foram de 0,02 e 0,25, respectivamente, com coeficiente de correlacdo de 0,72.
Este valor corroborou com vdrios trabalhos que verificaram correlagcdes de alta magnitude
entre as estimativas de parentesco obtidos a partir de informagdes de pedigree, pela matriz A,
com 0s obtidos com base em dados gendmicos da Matriz G (Rolf et al.,2010; Lopes et al.,
2013), com valores de 0,87 e 0,78, respectivamente. Isso pode ser atribuido ao fato de que o

parentesco tradicional foi obtido pela matriz A, com informacdes de todos os animais.
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Segundo Lopes et al. (2013), quando a populacdo inteira € analisada, o parentesco entre
muitos animais ndo relacionados é estimado, desta forma, tanto o parentesco gendmico,
quanto o parentesco tradicional sdo préximos de zero, o que resulta em alta correlagao.

Quando comparadas estimativas de parentesco tradicional, obtidas pela matriz A,
com parentesco gendmico, obtidos pela matriz G, foram observadas discrepancias nas
estimativas para diferentes situacdes, com grupos de animais com parentesco zero na matriz A
e com valores variando de 0,16 a 0,8, em G, grupos de animais que apresentaram parentesco
de 0,5 em A, enquanto em G foi de 0,25, e grupos de animais endogdmicos, com parentesco
superior a 1,0, em G, e ndo endogamicos, em A (Figura 3). Estas discrepancias observadas
sdo indicacdes claras de falhas no pedigree ocasionadas, provavelmente, devido as
estimativas de parentesco tradicional negligenciarem os efeitos da endogamia acumulada ao
longo das geragdes e ndo considerarem os erros de pedigree acumulados entre as geragdes
passadas e de genealogia complexa com lagos potencialmente desconhecidos.

Foram observadas situagdes em que as estimativas de parentesco genOmico e
tradicional se aproximaram, entretanto, o parentesco gendmico apresentou grandes variagdes
em torno das médias (Figura 3), o que € esperado devido a segregacdo dos genes. No entanto,
se tirarmos como exemplo o parentesco de irmaos completo, que na metodologia tradicional é
de 0,5, este valor pode variar quando estimado com dados gendmicos, devido ao fato de que
irmdos completos podem compartilhar zero IBD em cada locus. Se dois irmdos completos
compartilham dois alelos IBD para todos os loci, o parentesco entre eles serda 0,50. Mas, se
ndo compartilham nenhum alelo IBD, o parentesco serd zero. Portanto, é esperada uma
variacdo em torno da média.

Variacdes na relacdo de parentesco foram observadas por Lopes et al. (2013), para
parentesco de irmaos completos e meios-irmaos, de 0,08 a 0,34, com médias de 0,25 e 0,02 a

0,28, com média de 0,12, respectivamente. Segundo Hill & Weir (2011), mesmo quando o
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pedigree tem perfeito relacionamento entre individuos de uma populagao, o valor previsto de
parentesco pode variar devido a segregacdo e recombinacio dos genes.

Os coeficientes de endogamia genOmicos obtidos a partir dos segmentos de
homozigose (FROH), pela diferenca entre o nimero observado e o esperado de genétipos
homozigéticos (FHOM) e por meio da matriz de parentescos gendmica (FGRM) foram de
0,035 para FROH, apresentando valor minimo de 0,006 e maximo de 0,203, 0,025 para
FHOM apresentando valor minimo de 0,000 e maximo de 0,27, e 0,551 para FGRM, com
maximo de 0,832 e minimo de 0,450, enquanto que para analise com base no pedigree FPED
foi de 0,0007, com maximo de 0,25 e minimo de 0,000 (Figura 4).

O coeficiente de endogamia estimado com base em dados de pedigree foi
subestimado em relacdo aos medidos com dados gendmicos, FROH, FHOM e FGRM. Uma
explicacdo para isso € que o FPED depende da integridade e exatiddo dos registros
genealdgicos disponiveis e, muitas vezes, a genealogia pode ser complexa e ter lagos
potencialmente desconhecidos. Além disso, o efeito da variacdo da recombinacdo génica ndo
¢ considerado quando a endogamia ¢é calculada a partir de dados de pedigree, o que pode ser
confirmando pela Figura 3, na qual se pode ser observado que o parentesco tradicional foi
subestimado para a maioria dos animais, quando comparado com o parentesco gendomico.

O coeficiente de endogamia (FPED) de um individuo depende de quanto sua
ascendéncia € conhecida, de modo que, quanto maior for esse conhecimento, mais confidvel
serd seu coeficiente de endogamia estimado. Segundo Mastrangelo et al. (2016), além de nao
levarem em consideracdo o efeito da variagdo da recombina¢@o génica, as estimativas com
base nos registros do pedigree negligenciam os efeitos da endogamia acumulada ao longo das
geracdes e ndo consideram os erros de pedigree acumulados entre as geracdes passadas.

A diferenca observada entre as medidas de endogamia gendmica, FHOM, FGRM e

FROH, pode ser atribuida ao fato de que o calcilo de FHOM e FGRM nao diferiram alelos
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idénticos por descendéncia (IBD) de alelos idénticos por estado (IBS), os quais sdo ambos
incluidos no célculo da endogamia, enquanto o calcilo de FROH é com base apenas nos
alelos idénticos por descendéncia. Além disso, FROH representa a porcentagem real do
genoma que ¢ homozigota com maior precisdo, pois captura homozigose decorrente de
ancestrais comuns muito distantes (por exemplo, mais de 50 geracdes anteriores). FROH pode
ser estimado em qualquer individuo genotipado, mesmo que registros de pedigree ndo estejam
disponiveis. FROH também oferece a possibilidade de examinar a distribuicdo de homozigose
em todo o genoma e identificar locais especificos no genoma que apresentam maiores niveis
de homozigose (Purfield et al., 2012).

As correlagdes entre os coeficientes de endogamia variaram de negativas e proximas
de zero a positivas de baixa magnitude (Tabela 1). Constata-se, portanto, concordincia com
varios trabalhos que verificaram correlagdes de baixa magnitude entre as estimativas do
coeficiente de endogamia obtidas a partir do pedigree e com base em dados gendmicos,
(Lopes et al., 2013; Scraggs et al., 2013).

Um total de 4022 ROH foram detectados em um limiar de 50 SNPs, com tamanho
médio de 6,24 Mb, com média de 14 ROH por animal (Figura 5). O tamanho médio do ROH
foi maior que os observados na literatura (McQuillan et al., 2008; Kim et al., 2013). No
entanto, a média do nimero de ROH por animal foi bem inferior.

Segmentos de homozigose com tamanho superior a SMb podem ser considerados
como grandes, segundo Bosse et al. (2012). Tendo em vista isso, o elevado nimero de
segmentos em homozigose encontrado com tamanho superior a 5Mb estd associado ao
histérico de desenvolvimento da raca, que, segundo Teixeira Neto et al. (2013), se
desenvolveu a partir de estreita base genética, com 10 fundadores responsaveis por 30,51% da
variabilidade genética inicial da raca Santa Inés, que é considerada por Silva et al. (2012)

como o grupo genético ovino mais difundido no pais.
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Outro fator importante, que pode ter contribuido para a formacdo dos grandes
segmentos em homozigose na raga Santa Inés, € o uso excessivo de alguns animais tidos
como melhores geneticamente e de animais vencedores de exposi¢cdes ou parentes proximos,
o que reduz o tamanho efetivo, contribui para a perda da diversidade genética, aumento no
coeficiente de endogamia da populagdo e formagao dos segmentos de homozigose.

Os longos segmentos de homozigose podem indicar endogamia recente na populagao
estudada. Como os eventos de recombinagdo interrompem segmentos cromossomicos longos,
ROH longos surgem com actimulo de endogamia recente (até cinco geragdes atrds), enquanto
ROH mais curtos podem indicar efeito ancestral mais distante (até 50 geracdes passadas), tais
como efeito fundador da raca (Howrigan et al., 2011). Segundo Kim et al. (2013), os longos
ROH podem ser resultados de gargalos de formacdo da raca juntamente com selecdo
constante e endogamia.

O elevado nimero de segmentos em homozigose com tamanho superior a SMb
encontrados sdo indicativos de auséncia de cruzamentos recente na raga Santa Inés, uma vez
que o cruzamento entre ragas distintas teria provocado a quebra destes segmentos (Figura 5).
Isso pode ser justificado por se tratar de animais registrados junto a Associacdo Brasileira de
Criadores de Ovinos (ARCO), a qual exige para emissdo do registro a comprovagao de que o
animal seja filho de pais puros.

O indicativo de auséncia de cruzamento recente na raca Santa Inés diverge das
proposi¢cdes encontradas na literatura, que afirmam que o novo Santa Inés é fruto de
cruzamentos com ragas exoOticas como a Somalis, Sullfok, e Dorper (Paiva et al., 2005;
Carneiro et al.,2010; Biagiotti et al., 2015).

Entre todos os segmentos de homozigose observados, ndo foram encontrados
segmentos idénticos que fossem compartilhados por todos os animais da populagdo em

estudo. Os cromossomos 1, 2 e 3 foram os que apresentaram maior nimero de segmentos de
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homozigose compartilhados na populacdo, com destaque para o cromossomo 2, que
apresentou mais de 600 ROH compartilhados, no entanto, os cromossomos 24 e 26 nédo
apresentaram nenhum ROH compartilhado (Figura 6).

Os cromossomos 1, 2 e 3 apresentaram maior nimero de segmentos de homozigose
compartilhados nos rebanhos amostrados, o que pode ser indicativo de que estes
cromossomos foram favorecidos pela selecdo, em que combinacdes especificas de alelos
podem ser conservadas ao longo de muitas geragdes mais frequentemente do que o esperado
por acaso, conduzindo ao desenvolvimento dos segmentos em homozigose. Por outro lado,
isso pode ter ocorrido simplesmente por estes serem 0s maiores cromossomos do genoma
ovino, com maior nimero de marcadores, como descrito por Joaquim (2016), que em um
estudo com suinos observou alto niimero de segmentos de homozigose compartilhados no
cromossomo 1 e justificou ao fato de que este é o maior cromossomo do genoma suino e com
maior nimero de marcadores.

Foram identificados trés segmentos de homozigose compartilhados por mais de 50%
dos animais dos rebanhos amostrados (Tabela 2). Regides de homozigose compartilhada por
mais de 50% da populacdo amostrada pode indicar que esta seja uma regido conservada do
genoma ovino favorecida pela sele¢io ou originada com a propria formacao da raga.

Segundo Nothnagel et al. (2010), regides de homozigose compartilhadas por mais de
50% dos individuos de uma populagdo podem indicar a ocorréncia de selecdo de alta
intensidade na populacdio. Em geral, esses segmentos sdo resultado de uma série de
mecanismos que incluem alteragdes cromossOmicas e homozigose como consequéncia da

endogamia e selec@o natural (Yang et al., 2012).
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Conclusoes

Segmentos em homozigose compartilhados por mais de 50% da populagdo indicam a
ocorréncia de selecdo intensa para caracteristicas cuja a express@o estdo reguladas por genes
localizados no cromossomo 16.

A endogamia calculada com base em dados de pedigree foi subestimada em relacdo a
endogamia calculada com base na matriz G.

Foram verificadas falhas no pedigree, o que resulta em estimativas errOneas das
relacdes de parentesco e compromete a predicdo de valores genéticos dos animais, quando

empregados métodos tradicionais de avaliacdo genética.
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Tabela 1. Correlacdo de Pearson entre coeficientes de endogamia gendmicos e tradicional em
ovinos da racga santa Inés

FHOM FROH FRGM
FROH -0,08
FGRM 0,03 -0,15
FPED 0,32 -0,02 -0,06

FHOM = coeficiente de endogamia com base na diferenga entre o nimero observado e o esperado de gendtipos
homozigéticos; FROH = coeficiente de endogamia com base nos seguimentos de Homozigose; FGRM =
coeficiente de endogamia baseado na matriz de relacinamito gendmica; FPED= coeficiente de endogamia
baseado na matriz de relaginamento tradicional de pedigree.
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Tabela 2. Numero de animais e tamanho dos segmentos de homozigose compartilhados por
mais de 50% da populagdo por cromossomos da raga Santa Inés

Segmento  CHR N % Inicio Fim Tamanho
1 16 148 54,6 41681642 41711634 29993
2 16 146 53,9 41737441 41804913 67473
3 16 146 53,9 42806888 42894008 87121

CHR=Cromossomo; N=Numero de animais com o mesmo segmento; %=Porcentagem de animais com o mesmo
segmento; Tamanho do segmento compartilhado (bp); Inicio do segmento compartilhado (bp); Final do
segmento compartilhado
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marcadores em ovinos da raca Santa Inés.
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4 CAPITULO II

ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA CARACTERISTICAS DE TAMANHO
CORPORAL EM OVINOS DA RACA SANTA INES
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Associacao genémica ampla para caracteristicas de tamanho corporal em ovinos da raca
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Resumo: Estudos de associacido genomica ampla (GWAS) possibilitam identificar regides de
identidade no genoma associadas a fenétipos e tém sido aplicados em muitas caracteristicas
de interesse econdmico em diferentes espécies. Objetivou-se com esta pesquisa identificar
regides gendmicas associadas a caracteristicas de tamanho corporal de animais da raga Santa
Inés. Para tanto, foram utilizados informacgdes de 428 animais criados nos estados do Piaui e
Maranhdo com registro na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos, dos quais foram
genotipados 271, utilizando-se SNPs Chip de alta densidade Ovine 50K da Illumina. Apds o
controle de qualidade, foram utilizados 43.164 SNPs. Para verificar a associagdo marcadores
SNPs com caracteristicas de tamanho corporal realizou-se andlise de associacdo gendmica
ampla (GWAS) por meio da metodologia GWAS passo unico (ssGWAS) para estimar os
efeitos de marcadores e associd-los as caracteristicas peso a idade adulta (PA), comprimento
corporal (CC), altura da cernelha (AC), circunferéncia toracica (CT), comprimento da perna
(CP) e perimetro da perna(PP). Observaram-se associacdes com PA, CP e PP no cromossomo
6, com CT nos cromossomos 4, 7 ¢ 13 e com AC e CC no cromossomo 4. As regides
identificadas neste estudo apresentam vérios genes (BMP3, FGF5, SPP1, ABCG2, ALVA,

BMPR1B, CCKAR, HGF, CACNA2D1) com conhecimento bioldgico descrito que poderao
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auxiliar na melhor compreensdo da expressdo destas caracteristicas, assim como, poderdo

auxiliar nas tomadas de decisdes em programas de selecido da raca Santa Inés.

Termos para indexacao: perimetro da perna, peso, regidoes genomica, SNP, ssGWAS

Genome-wide association for body size traits in Santa Inés sheep

Abstract. Genome-wide association studies (GWAS) allows for the identification of regions
of identity throughout the genome associated with phenotypes. Thereby, GWAS have been
applied to several economically important traits in different species. This study aimed to
identify genomic regions associated with body size traits in Santa Inés sheep. Therefore,
information of 428 animals raised in the states of Piaui and Maranhao, and registered with the
Brazilian Association of Sheep Breeders, was used. From those animals, 271 were genotyped
using the high density Illumina Ovine SNP50K BeadChip. After quality control, 43,164 SNPs
were used for genomic analysis. A genome-wide association (GWA) analysis was performed
using the single-step GWAS (ssGWAS) method, in order to estimate markers effects and
associate them to adult body weight (PA), body length (CC), height at whiters (AC), thoracic
circumference (CT), leg length (CP), and leg perimeter (PP). Associations with PA, CP, and
PP (on chromosome 6), with CT (on chromosomes 4, 7 and 13), and with AC and CC (on
chromosome 4) were observed. The regions identified in this study showed several genes
(BMP3, FGF5, SPP1, ABCG2, ALVA, BMPR1B, CCKAR, HGF, CACNA2D1) biologically
described, which would help in the better understanding on the expression of the traits in

study, and would help in decision-making in Santa Inés selection programs.

Index terms: genomic regions, leg perimeter, SNP, ssGBLUP, weight.
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Introducao

As caracteristicas de tamanho corporal estdo diretamente relacionadas com
crescimento e produgdo de carne em ovinos. Sdo caracteristicas que apresentam estimativa de
herdabilidade variando de moderada a alta magnitude, indicando que o processo de selecio
para tais caracteristicas pode ser feito de forma eficiente. O tamanho do corpo se encontra sob
selecdo positiva na maioria dos estudos publicados (Kingsolver & Pfennig, 2004; Kingsolver
& Diamond, 2011).

A relacdo entre o tamanho corporal e producio de carne é tradicionalmente realizada
pela metodologia BLUP, que tem como base informacdes de pedigree para estimar a relagio
entre os individuos (Morrissey et al., 2012). No entanto, esta metodologia € limitada, pois ndo
consegue identificar o nimero nem as posi¢des fisicas das regides gendmicas que contribuem
para a variacdo, nem pode revelar como elas afetam as caracteristicas (Visscher et al., 2007).

Os avancos tecnoldgicos aliados ao fator custo-beneficio possibilitaram a utiliza¢do
de painéis densos de polimorfismos de nucleotideo tnico (“Single Nucleotide
Polymorphisms”), denominados SNPs, para os estudos de associagdo gendmica ampla, o que
possibilita sua aplicacdo para auxiliar no melhoramento genético de espécies domésticas
(Zhang et al.,, 2012). Desta forma, a utilizacdo de informagdo gendmica tornou-se um
procedimento padrdo para a avaliacdo animal nos programas de melhoramento genético.

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tém sido aplicados a muitas
caracteristicas de interesse econdmico, em diferentes espécies, visando identificar regides de
identidade no genoma associadas a fendtipos. Tradicionalmente, as andlises de GWAS sdo
realizadas por metodologias que testam um marcador por vez como efeito fixo, assumindo
auséncia de estrutura da populacdo, que € muito improvavel de acontecer quando se estd
trabalhando com dados reais. Além disso, como o nimero de marcadores a serem testados é

muito grande, os vérios testes realizados podem incorrer em erros, o que requer o emprego de
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métodos de ajustes para esses miultiplos testes como a correcdo de Bonferroni (Silva et
al.,2017).

Uma alternativa ao GWAS tradicional consiste em integrar todos os genotipos,
fendtipos e informagdes de pedigree em uma Unica etapa permitindo, assim, o uso de
diferentes fontes de informacdes e todas as relacdes de parentesco simultaneamente. Com esta
abordagem, todos os SNPs sdo considerados ao mesmo tempo, junto com todos os fendtipos
dos animais genotipados e nao genotipados, pelo método de passo tnico (ssSGWAS) (Wang et
al., 2012).

Frente a esta situacdo, objetivou-se com esta pesquisa identificar associagdes entre
regides gendmicas com caracteristicas de tamanho corporal, de peso a idade adulta, altura da
cernelha (AC), comprimento corporal (CC), circunferéncia tordcica (CT), comprimento da

perna (CP) e perimetro da perna (PP), em ovinos da raca Santa Inés.

Material e Métodos

Foi utilizado um conjunto de dados com informagdes de pedigree de 428 animais da
raca Santa Inés, pertencentes a 6 rebanhos localizados na regido Meio-Norte do Brasil,
composta pelos estados do Piaui e Maranhdo. Dos animais em estudo, 152 tinham registros de
peso a idade adulta (PA), 267 comprimento corporal (CC), 256 altura da cernelha (AC), 267
circunferéncia tordcica (CT), 267 comprimento da perna (CP) e 267 perimetro da perna (PP).

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue,
segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Terminada a extragdo, a qualidade do DNA
foi verificada em gel de agarose a 1% em tampao SB 1X por 60 minutos a 60V. Os géis foram
posteriormente  visualizados e registrados em fotodocumentador (L-PIX Loccus

Biotecnologia). O DNA obtido foi estocado em freezer a -20°C até as andlises subsequentes.



60

Apés a extragdo, foi realizada a quantificacdo do DNA, para isso foi utilizado o
Fluoroespectofotometro NanoDrop 3300 com o kit Intercalante AccueBlue dsDNA, que
estima a concentracdo de DNA das amostras, essencial para preparacdo das amostras para
genotipagem.

A genotipagem foi realizada para 271 animais utilizando o chip de alta densidade
BeadChip  OvineSNP50k, contendo 54.241 SNPs uniformemente espagados nos
cromossomos. O chip de SNPs foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium da
[lumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de genotipagem foi seguido de acordo
com que foi estabelecido pelo fabricante (disponivel em www.illumina.com).

O controle de qualidade dos gendtipos foi realizado com o pacote HapEstXXR do
programa estatistico R, de modo que, considerou-se SNPs localizados em cromossomos
autossdmicos e com “Genecall Score” maior que 0,70, Minor Allele Frequency (MAF)< 0,05,
além de Call Rate < 0,95 e Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) < 107

Para andlise de associa¢do gendmica ampla (GWAS) foi utilizado a metodologia do
de passo tdnico (ssGWAS), proposta por Wang et al. (2012), considerando modelo
unicaracteristica, como segue:

Y=Xb+Za +e,

em que: Y € o vetor de observacdes fenotipicas; X € a matriz de incidéncia relacionando os
fendtipos aos efeitos fixos; b é o vetor de efeitos fixos que incluiu grupos contemporaneos
(propriedade, ano de nascimento e tipo de nascimento), sexo e idade do animal dividida em
classes (I, animais com idade maior que um ano e menor ou igual a dois anos; II, animais com
idade maior que dois anos e menor ou igual a quatro anos; e III, animais com idade maior que
quatro anos); Z € a matriz de incidéncia que relaciona os fendtipos aos animais; a é o vetor de
efeitos genético aditivo dos animais; e é o vetor de efeitos residuais.

As variancias genética e residual foram obtidas como segue:
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a Ho! 0
var =
e 0 lo!

2, A . L. .. 2, A . . , .
em que: o, ¢ a variancia genética aditiva e 0, € a variancia residual. H é a matriz que
combina a matriz de pedigree e a matriz de informacdo gendmica, conforme apresentado por

Aguilar et al. (2010), I é uma matriz identidade A inversa da matriz H é:

L, Jo 0
H'=A"+ PR
0 G -Aj

em que A" é a inversa da matriz de parentesco baseada na informacgdo de pedigree, G é a
inversa da matriz de parentesco gendmico, que foi construida e dimensionada como descrito
por VanRaden (2008), e A5 é a inversa da matriz de parentesco baseada no pedigree para
animais genotipados. A matriz H foi construida dimensionando G baseada em Aj,
considerando que a média da diagonal de G € igual a média da diagonal de A, e a média dos
elementos fora da diagonal de G € igual a média dos elementos fora da diagonal em A .

O efeito de animal foi decomposto em genotipados (ag) e ndo genotipados, como
descrito por Wang et al. (2012) com o efeito de animal genotipado:

ag =Zu

em que: Z é uma matriz que relaciona gendtipos de cada lécus e u é um vetor de efeitos de
marcador.

A variancia de efeitos de animal foi assumida como:
_ _ v 2 2
var(a,)=var(Zu)=2DZ'c, =G *o,,
em que: D é uma matriz diagonal de pesos para varidncias de marcadores (D = I para
GBLUP), 6%, é a variéncia genética aditiva capturada por cada marcador SNP quando a matriz
de parentesco ponderada (G*) foi construida sem peso.

Assim, os efeitos de SNP foram obtidos seguindo a equacdo descrita por Wang et al.

(2012), como segue:
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i=ADZ'G"a, =zD'[zDz]"a,
em que: A foi definida por VanRaden et al. (2008) como uma constante de normalizacao,
como descrito abaixo.

o, 1
- M
o S 2pa-p)

em que: M é o nimero de SNPs e p; a frequéncia do segundo alelo no i-ésimo SNP.

A porcentagem de varidncia genética explicada pela i-ésima regido foi calculada,

como descrito por (Wang et al., 2014).

50 ~

. var() 'z,

Var(,za’)XIOO%: Z,;, i%i
o}

O-a a

x100%

em que: @, ¢ o valor genético da i-ésima regido, que consiste de 50 SNPs consecutivos, O'j éa

varidncia genética total, Z; é vetor de conteido de SNP do j-ésimo SNP para todos os
individuos e i1;€ o efeito de marcador do j-ésimo dentro da i-ésima regido.

As andlises foram processadas nos programas da familia BLUPF90 (Misztal et al.,
2002). Os resultados das andlises de GWAS foram apresentados com base na propor¢ao de
variancia explicada por janela de 50 SNPs adjacentes, com média de 594Kb.

Os segmentos cromossomicos que explicaram 1% ou mais da varidncia genética
aditiva foram selecionados para explorar e determinar possiveis loci de caracteristicas
quantitativas (QTL) ou genes ja conhecidos no genoma ovino. A ferramenta visualizador de

mapas do genoma ovino foi utilizado para a identificacdo de genes, disponivel no "National

Center for Biotechnology Informacdo "(NCBI -http://www.ncbi.nlm.nih.gov) em:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=sheep).

A classificagdo de genes de acordo com sua fungdo bioldgica e identificacdo de vias

metabdlicas foram realizadas utilizando-se o "Banco de Dados para Anotagdes, Integrated



63

Discovery (DAVID) v. 6.7° (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), GeneCards (http:  //

Www.genecards.org/), e UniProt (http://uniprot.org).

Resultados e Discussao

As herdabilidades variaram de moderada a alta magnitude (Tabela 1), o que pode ser
atribuido a metodologia ssGBLUP, utlizda para estima¢da, uma vez que a mesma, permite
utilizar informagdes de todos os genétipos, fendtipos e de pedigree em uma tnica etapa
permitindo, assim, o uso de diferentes fontes de informacdes e todas as relagdes de parentesco
simultaneamente, contribui para aumentar a acuricia da estimacdo dos parametros genéticos.
Segundo Kingsolver e Diamond (2011), caracteristicas de tamanho corporal apresentam
estimativa de herdabilidade variando de moderada a alta magnitude.

Para as caracteristicas peso a idade adulta, comprimento da perna e perimetro da
perna foram identificadas 3 regides gendmicas, no cromossomo OAR6, que explicaram mais
de 1% da variancia genética aditiva, nas quais foram identificados 58 genes (Figuras 1 a 3),
corroborando com Matika et al (2016), que observaram SNPs significativos no cromossomo
OARG6 associados com peso Osseo, peso de gordura, peso vivo e densidade muscular, em
ovinos da raga Scottish Blackface,

Dentre os genes encontrados na regido que explicou 1,08% da varidncia genética
aditiva para peso a idade adulta (Tabela 2), foi observado o gene BMP3, que codifica proteina
morfogenética Ossea trés, que em bovinos induz a formacio de cartilagem e 0sso, as quais,
segundo Daluiski et al. (2001), sio membros da superfamilia do fator de crescimento (TGF-
beta). Muitas BMPs sdo produzidas no osso e apresentam atividade osteogé€nica, sugerindo
que elas podem ser determinantes da massa 6ssea. No entanto, ndo foi identificado nenhum

estudo em ovinos.
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O gene FGFS, que codifica a proteina de fator de crescimento fibroblastico, funciona
como um inibidor do alongamento do pélo, identificado no cromossomo 6 por Kijas et, al.
(2012), em andlise gendmica de ragas de ovinos.

Para a regido gendmica que explicou 1,1% da variancia genética para comprimento
da perna, foram identificados varios genes com funcdes relevantes, SPP1, ABCG2, BMPR1B,
ALVA, DMPI1, CSN1S1, CSN2, CSN1S2 e CSN3 (Tabela 3).

O gene SPP1 codifica a fosfoproteina 1 segregada, conhecida como osteopontina,
que desempenha papel na formacdo Ossea em diferentes espécies, incluindo humanos e
camundongos (Denninger et al., 2015; De Peppel & Leeuwen, 2015). O gene ABCG2
codifica uma proteina associada a resisténcia ao cancer de mama (BCRP) em humanos, que
pertence a superfamilia dos transportadores de sinal de ligacdo de ATP (ABC-ATP-binding
cassete). Em bovinos, o gene ABCG2 tem sido um dos candidatos posicionais para estudos
relacionados a caracteristicas de produgdo de leite. Em bovinos de leite, Ron et al. (2001)
detectaram um QTL no cromossomo 6 (BETAG6) associado ao teor de proteina e de gordura
do leite. Gutierrez-Gil et al. (2014) compararam cinco ragas leiteiras de ovelhas com cinco
racas de corte e identificaram uma assinatura de selecdo no cromossomo OARG6, que engloba
os genes ABCG2 e SPP1.

BMPRI1B ¢é um gene que codifica proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), que sdo
proteinas nao coldgenas, presentes na matriz 6ssea, responsaveis pelo recrutamento celular e
inducdo da diferenciacdo das células mesenquimais ndo diferenciadas em condroblastos e
osteoblastos, produzindo novo tecido dsseo, in vivo e in vitro (Oleskovicz et al., 2004). Outro
gene relacionado ao tecido 6sseo encontrado foi o DMP1, que codifica a proteina da matriz de
dentina, proteina especifica para os ossos e dentes inicialmente identificada a partir da dentina
mineralizada, que atua como um componente transcricional para a ativacdo de genes

especificos dos osteoblastos, tais como a osteocalcina (Eapen et al., 2010).
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Outro gene relacionado com o comprimento da perna foi o ALVA, que codifica a
proteina albumina, considerada a mais abundante no sangue humano. Esta proteina funciona
na regulagdo da pressdo osmotica coloidal do plasma sanguineo e atua como uma proteina
transportadora para uma vasta gama de moléculas enddgenas, incluindo hormdnios, dcidos
graxos e metabdlitos, bem como farmacos exégenos (Brown et al., 1989). Foram identificados
quatro genes da caseina (CSN1S1, CSN2, CSN1S2 e CSN3) que tém efeito positivo sobre a
producido de proteina do leite e sdo importantes para a estrutura e estabilidade das micelas de
caseina (Alexander et al., 1988).

Dentre os genes encontrados na regido que explicou mais de 1,61% da variancia
genética para perimetro da perna (Tabela 4), pode se destacar o gene CCKAR, que codifica

N

um receptor acoplado a proteina G, que se liga a membros ndo sulfatados da familia de
colecistoquinina (CCK) de hormonas peptidicas. Este receptor é um importante mediador
fisiologico da secrecdo da enzima pancredtica e da contracdo do misculo liso da vesicula
biliar e do estdbmago. No sistema nervoso central e periférico este receptor regula a saciedade,
que controla a ingestdo de alimentos e a liberacdo de beta-endorfina e dopamina (Kazmi, et
al., 2016).

Virios estudos relataram SNPs em regides do cromossomo OAR6, envolvido no
crescimento e tamanho corporal, por exemplo, na composi¢do corporal e caracteristicas de
qualidade da carne em frango (Liu et al., 2013), tamanho de vitelo ao nascimento e estatura
adulta em bovinos (Sahana et al., 2015), altura e tamanho corporal de cavalos (Tetens et al.,
2013), varredura seletiva para o crescimento de suinos (Rubin et al., 2012), e em ovinos para
caracteristicas musculares, de gordura e dsseas (Matika et al., 2016).

Para as caracteristicas de comprimento corporal, altura da cernelha e circunferencia

toraxica, foram identificadas regides gendmicas que explicaram mais de 1% da variancia
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genética aditiva no cromossomo OAR4, sendo que para circunferéncia tordxica foram
observadas regides nos cromossomos OAR7 e OAR 13 (Figuras 4 a 6).

Foi identificada uma regido no cromossomo OAR4 que explica 1,31% da variancia
genética aditiva para cumprimento corporal, na qual contém 11 genes candidatos descritos no
genoma ovino (Tabelas 5).

Foi identificada uma regido gendmica em comum para as caracteristicas de
comprimento corporal e altura da cernelha no cromossomo OAR4, dentro das regides
gendmicas que explicaram mais de 1% da variancia genética, localizado na posi¢do 35,1MB a
37,8MB, na qual est@o localizados 10 genes candidatos com multiplos efeitos ou associados
as duas caracteristicas ao mesmo tempo (SEMA3D, LOCI105607853, SEMA3A,
LOC105614979, LOC105614978, SEMA3E, LOC105615152, LOC105614980, PCLO e
LOC101114098).

Dentre os genes identificados na regido cromossOmica em comum para as
caracteristicas de comprimento corporal e altura da cernelha, estdo 3 genes da familia das
semaforinas de classe 3 (SEMA3D, SEMA3A e SEMA3E), que desempenha papel
importante na sinalizacdo célula-célula e na regulacdo da migracdo de um amplo espectro de
tipos de células, regula a migracdo de timéitos na medula, regula a migragdo das células
endoteliais, desempenha um papel importante na garantia da especificidade da formacéo de
sinapses, mede a sinalizag¢@o anti-angiogénica em resposta 2 SEMA3E e é necessdrio para o
desenvolvimento normal do coracdo e da vasculatura (Rimar et al., 216). A proteina
codificada pelo gene PCLO faz parte da matriz pré-sindptica do citoesqueleto, que estd
envolvida no estabelecimento de zonas sindpticas ativas e no trifico de vesiculas sindpticas.
As variagdes neste gene foram associadas a desordem bipolar e desordem depressiva principal

(Ahmed et al., 2015).
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Para altura da cernelha, foram identificadas duas regides gendmicas préximas, no
cromossomo OAR4, que explicaram 1,91 e 1,15% da varidncia genética aditiva, nas quais
estdo localizados, respectivamente, 17 e 11 genes candidatos (Tabelas 6).

Dos genes contidos nas duas regides no cromossomo 4 (Tabela 5), pode-se destacar o
HGEF, descrito como fator de crescimento de hepatdcitos, que atua como um fator de
crescimento para um amplo espectro de tecidos e tipos de células. O gene HGF expressa o
fator de crescimento hepdtico, que € produzido e secretado pelo tecido adiposo branco e
estimula a diferenciacdo e desenvolvimento de adipdcitos (Fonseca-Alaniz et al., 2006). O
gene GNAT3, que codifica a subunidade alfa da proteina de ligacdo a nucledtidos de Guanina
(proteina G), desempenhando um papel proeminente na transduc¢do do sabor amargo e doce.
O gene CACNA2D1 (NM_001205987) que codifica um membro da familia da subunidade
alfa2/delta, uma proteina do complexo do canal de cdlcio dependente de voltagem. Em
bovinos, este gene foi mapeado em uma regido gendmica de sete QTLs para peso da carcaca,
ganho médio didrio (Casas et al., 2001), estatura e porcentagem de 0sso e razdo carne/0sso
(Gutiérrez-Gil et al., 2009).

Para circunferéncia torécica, foram identificadas 3 regides gendmicas que explicaram
1,13, 1,07 e 1,02% da variancia genética aditiva, localizadas nos cromossomos 13, 7, e 4, com
respectivamente 22, 30 e 40 genes candidatos em cada regido gendmica (Tabela 7).

As caracteristicas de altura da cernelha e circunferéncia tordcica apresentaram um
segmento em comum no cromossomo OAR4 dentro das regides gendmicas, que explicaram
mais de 1% da varidncia genética aditiva (Tabelas 6 e 7), localizado na posicdo 39,8MB a
41,5MB, na qual foram identificados 11 genes candidatos (LOC105614987; SEMA3C;
LOC10102230; LOC101114861; LOC105614988; LOC105614989; LOCI101115115;
GNAT3; LOCI101115786; GNAIl; e LOC105613103). Dentre esses genes estio

LOC10102230 e LOC101114861, que codificam aglicoproteina de plaquetas, conhecida
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2

como integrina oypP3, que € uma proteina do grupo das integrinas encontrada em plaquetas. E
um receptor para o fibrinogénio e auxilia na ativacdo plaquetaria. As plaquetas secretam uma
série de substdncias, tais como: ADP, serotonina, fibrinogénio, fator de von Willebrand,
fibronectina, fatores de crescimento (fatores de crescimento derivados das plaquetas, fator de
crescimento alfa e fator de crescimento beta), pro-coagulantes (fator plaquetdrio 4 e fator V) e
TXA26 (Oliveira et al., 2010).

Segundo Bérénos et al. (2014), as caracteristicas de tamanho corporal apresentam
correlacdes genéticas positiva de média a alta magnitude, o que faz com que regides ou
cromossomos que explicam grandes quantidades de variagdo em uma caracteristica expliquem
grandes quantidades de variacdo em outras caracteristicas. Assim, alguns cromossomos
contribuiram significativamente, tanto para peso quanto para comprimento da perna,
circunferéncia da perna, comprimento corporal, altura da cernelha e circunferéncia toricica,
sendo que o cromossomo OARG6 apresentou regides significativas para as caracteristicas peso,
comprimento da perna e circunferéncia da perna (Tabela 2 a 4), e o cromossomo 4 com
regides em comum para comprimento corporal, altura da cernelha e para altura da cernelha e
circunferéncia toricica (Tabela 5 a 7).

Diversos trabalhos apresentaram regides e cromossomos diferentes associados as
caracteristicas de tamanho corporal (Zhang et al., 2013; Riggio et al., 2013; Matika et al.,
2016), o que pode ser atribuido ao fato de que a influéncia genética é explicada por genes
diferentes nas diversas racas. VariagOes na frequéncia alélica, desequilibrio de ligagdo e
cobertura de SNPs do chip na raga podem afetar os resultados. Alguns fatores como a

metodologia e o nimero de animais utilizados podem ser responsdveis por estas diferencas.
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Conclusoes
As regides identificadas neste estudo poderdo auxiliar no processo de sele¢do para
estas caracteristicas em programas de melhoramento da raca Santa Inés.
Os genes BMP3, SPP1, ABCG2, ALVA, BMPR1B, CCKAR, HGF e CACNA2D1
fazem parte de processos biologicos e fungdes moleculares importantes para o

desenvolvimento corporal, sendo genes candidatos para as caracteristicas estudadas.
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Tabela 1. Componentes de variancia, estimativas de herdabilidade para caracteristicas de
tamanho corporal em ovinos Santa Inés

Caracteristica o, o, h®

Peso a idade adulta 66,46 47,36 0,58
Comprimento da perna 4,19 7,00 0,37
Perimetro da perna 3,27 12,61 0,20
Comprimento corporal 5,02 13,29 0,27
Altura da cernelha 2,45 7,11 0,26

Circunferéncia toracica 10,18 39,22 0,21




74

Tabela 2. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para peso a idade adulto de ovinos da raca Santa
Inés

Cromossomo  Posicio Gene Var
(pb) (%)

FGF5;LOC105607826; LOC105607825;C6H40r{22;
BMP3;LOC105611938;PRKG2;
94573632 LOC105615531;TRNAW-
96861918 CCA;LOC105615532;RASGEF1B;LOC105609536;
LOC105609537;LOC105609538;HNRNPD;
LOC101108834;LOC101109096;HNRNPDL;ENOPH1

OARG 1,08
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Tabela 3. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para comprimento da perna de ovinos da raga
Santa Inés

Cromossomo Posicao (pb) Genes Var
(%)
PDESA;BMPR1B;SNCA;ABCG2;SPPI;TLR10;T
Oar6 124935394- LR1;KDR;GNRHR;CSN1S1;CSN2;CSN1S2;CS 11
9

13523897 N3;ALVA;CXCLS;CXCL10;FGFS5;HNRNPD;D
MP1;SLC2A9;HTT
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Tabela 4. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para perimetro da perna de ovinos da raca Santa

Inés
Posicao Var
Cromossomo (pb) Genes (%)
SEL1L3;LOC105608876;SMIM20;TRNAA-
UGC:TRNAH-
Oar6 45188600- AUG:;LOC105608875;RBPJ;LOC105615463;LOC1056 L.61
47970141 15462;:L.0C101107788;CCKAR;TBC1D19;TRNAL- ’

UAA;STIM2;LOC105608871;LOC101106847;LOC105

615464;LOC101107099
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Tabela 5. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para comprimento corporal de ovinos da raga
Santa Inés

Cromossomo  Posicao (pb) Genes Var(%)
TRNAC-
OAR4 35116302- GCA;SEMA3D;LOC105607853;SEMA3A

LOC105614979;LOC105614978;SEMA3E;LO 1,31
C105615152;L.OC105614980;PCLO;LOCI1011
14098

37850663
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Tabela 6. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para altura da cernelha de ovinos da raga Santa

Inés

Cromossomo Posicio (pb) Genes Var(%)

HGF;LOC105607851;LOC105614985;LOC10
5607850;LOC105607849;LOC105614986;LO
C105614987;SEMA3C;LOC10102230;LOCI10

Oar4 i?gg;i’éi 1114861;LOC105614988;LOC105614989;LO 1,91
C101115115;GNAT3;LOC101115786;GNAII;
LOC105613103

LOC105607853;SEMA3A;LOC105614979;LO
Oard 35851926-  C105614978;SEMA3E;LOC105615152;LOC1 115
38337172  05614980;PCLO;LOC101114098;CACNA2D1 ’
;LOC105614984
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Tabela 7. Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var),
explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes para circunferéncia tordcica de ovinos da raga

Santa Inés

Cromossomo Posicao (pb)

Genes

Var(%)

12237644-

Oarl3 15998766

14697730-

Oar7 1946256

39871116-

Oar4 42444338

LOC105610812;LOC105610813;LOC10
5610814;L.OC105610815;TRNAG-
UCC;TRNAC-
ACA;LOC105616654;LOC105616653;L
0C105616652;CELF2;LOC105616651;L

0C105616650;LOC105616649;LOC105

616648;USPONL;:LOC105611762;ECHD

C3;:LOC105611764;LOC105611763;PR
OSER2;UPF2;DHTKD1

YTHDC2;PGGT1B;CCDC112;LOC1056
01870;LVRN;HRH2;SEXNIT;ANKDD1B
;CRHBP;AGGF1;LOC101108575;THBS
4;GNPNATI1;STYX;GPR137C; TXNDC

16;PTGER2;ANKDDI1A;SPG21;DPP8;H
ACD3;INTS14;SLC24A1;DENND4A;R
AB11A;MEGF11;MAP2K1;RPL4;SMA

D3;1QCH

LOC105614987; SEMA3C;
LOC101102230; LOC101114861;
LOC105614988; LOC105614989;

LOC101115115; GNATS3;
LOC101115786; GNAII;
LOC105613103; LOC105614015;
LOC105614990; MAGI2

1,13

1,07

1,02
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Figura 2. Varidncia genética aditiva (Var) explicada por janelas de 50 SNPs adjacentes

distribuidos por cromossomos (Chr) para comprimento da perna de ovinos da raga Santa Inés.
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distribuidos por cromossomos (Chr) para circunferéncia tordcica em ovinos da raca Santa

Inés.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

A diversidade genética da raca Santa Inés deve ser constantemente investigada. Os
acasalamentos entre individuos menos aparentados devem ser priorizados para garantir a
eficiéncia do programa de melhoramento genético aplicado na populacio e evitar a depressao
endogamica sobre caracteristicas de importancia econdmica.

As caracteristicas tamanho corporal em ovinos possuem associagdes gendmicas em
regides cromossdmicas especificas.

Os resultados da GWAS e a selecdo de genes relacionados as caracteristicas em estudo,
servem de base bdsica para orientar estudos de replicagdo de acompanhamento, incluindo
exploragdo, andlise de rede e verificacdo funcional nos candidatos, o que pode revelar as

mutagdes causais subjacentes em caracteristicas de tamnho corporal em ovinos Santa Inés.
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Anexo 1

Identificacdo de genes com base no percentual da varidncia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para peso a idade adulto de ovinos Santa Inés

Simbolo Tipo de gene Descricao
FGF5 Codlf,lcagao de Factor de crescimento fibroblastico 5
proteinas
LOC105607826  Proteina {;13(12—63 especificos de deubiquitinase BRCC36-
LOCI105607825 mRNA Proteina pseudogene FAM60A
C6H4orf22 Protefna Cromossoma 6, abertos, leitura, Quadro, human,
— C4orf22
BMP3 mRNA Proteina morfogenética 6ssea 3
LOCI105611938  Rnaseq Uncharacterized LOC105611938
PRKG2 Proteina Proteina quinase, cGMP-dependente, tipo II
LOCI105615531 mRNA Endé6geno do grupo K do retrovirus 18 Pol-like
TRNAW-CCA grélzs)ferenma de RNA triptofano (anticodon
LOCI105615532  Rnaseq Uncharacterized LOC105615532
RASGEF1B mRNA Membro da familia de dominio RasGEF 1B
LOCI105609536  Rnaseq Nao classificado LOC105609536
LOC105609537 Rnaseq Uncharacterized LOC105609537
LOC105609538  Rnaseq Associada a vesicula associada a proteina 714 da
membrana
HNRNPD mRNA Ribonucleoproteina nuclear heterogénea D
LOC101108834  Proteina Proteina 1 de montagem de nucleosoma
semelhante a 1
LOC101109096  Protefna Protelna. transmembrana induzivel por hormdnio
de crescimento
HNRNPDL mRNA Ribonucleoproteina nuclear heterogénea D como
ENOPHI mRNA Enolase-fosfatase 1
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Anexo 2

Identificacdo de genes com base no percentual da variancia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para comprimento da perna de ovinos Santa Inés

Simbolo  Tipo de gene Descri¢ao
Codificagdo de

PDESA  proteinas Fosfodiesterase SA
BMPRI1B Melhor RefSeq Receptor de proteina morfogenética dssea tipo 1B
SNCA  Melhor RefSeq  Sinucleina alfa
ABCG2  Melhor RefSeq Subfamﬂig Eie.cassete de ligacdo de ATP Membro G 2 (Grupo
- de sangue junior)
SPP1 Melhor RefSeq  Fosfoproteina 1 segregada
TLR10  Melhor RefSeq Pedagio como receptor 10
TLRI1 Melhor RefSeq  Pedégio como receptor 1
KDR Melhor RefSeq  Receptor de dominio de inserto de quinase
GNRHR Melhor RefSeq  Receptor de hormona libertadora de gonadotropina
CSN1S1 Melhor RefSeq Caseina alfa s1
CSN2 Melhor RefSeq  Caseina beta
CSN1S2 Melhor RefSeq  Alfa-S2-caseina
CSN3 Melhor RefSeq  Caseina kappa
ALVA  Melhor RefSeq  Albumina
CXCL8 Melhor RefSeq CXC motif chemokine ligand 8
CXCL10 Melhor RefSeq Ligante de quimiocina de motivo CXC 10
FGF5 Melhor RefSeq  Factor de crescimento fibroblastico 5
HNRNPD MRNA Ribonucleoproteina nuclear heterogénea D
DMPI MRNA Fosfoproteina 4cida 1 da matriz da dentina
SLC2A9 Rnaseq Familia de portadores de soluto 2 membros 9
HTT Melhor RefSeq  Huntingtin
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Anexo3

Identificacdo de genes com base no percentual da variancia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para perimetro da perna de ovinos Santa Inés

Simbolo Tipo de gene Descrigdo
SEL1L3 mRNA Membro da familia SEL1L 3
LOCI105608876  Rnaseq Nao classificado LOC105608876
SMIM20 mRNA Proteina de membrana integral pequena 20
TRNAA-UGC Transferir ARN alanina (anticodon UGC)
TRNAH-AUG Transferéncia ARN histidina (anticodon AUG)
LOC105608875  Rnaseq Nao classificado LOC105608875
RBPJ mRNA Pro.tf:ina de ligagﬁp ao sinal de .recombinagﬁo para a

regido J kappa da imunoglobulina

LOC105615463  Rnaseq Nao classificado LOC105615463
LOC105615462  Rnaseq Uncharacterized LOC105615462
LOCI101107788  Proteina Pseudogene isopeptidase 2 desumoyling
CCKAR Proteina Receptor de colecistoquinina A
TBC1D19 MRNA TBC1 dominio membro da familia 19
TRNAL-UAA Transferéncia de RNA leucina (anticodon UAA)
STIM?2 MRNA Molécula de interacio do estroma 2
LOC105608871 Rnaseq Uncharacterized LOC105608871
LOC101106847  Proteina Antigeno 10 associado ao melanoma
LOC105615464  Rnaseq Uncharacterized LOC105615464
LOC101107099  Proteina 3-oxoacil- [acil-transportador-proteina] sintase, tipo

mitocondrial
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Anexo 4
Identificacdo de genes com base no percentual da variancia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para comprimento corporal de ovinos Santa Inés

Simbolo Tipo de gene Descrigdo

TRNAC-GCA Transferéncia de ARN cisteina (anticodon GCA)
SEMA3D MRNA Semafora 3D

LOC105607853 Rnaseq Naio classificado LOC105607853

SEMA3A MRNA Semaforina 3?

LOC105614979 Rnaseq Uncharacterized LOC105614979

LOC105614978 Rnaseq Uncharacterized LOC105614978

SEMA3E MRNA Semaforina 3E

LOCI105615152 proteina  Proteina piccolo-like

LOC105614980 Rnaseq Uncharacterized LOC105614980

PCLO MRNA Piccolo proteina presundptica citomatriz
LOC101114098 proteina Proteina de transporte vesicular GOT1B pseudogene
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Anexo 5

Identificacdo de genes com base no percentual da variancia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para altura da cernelha de ovinos Santa Inés

Simbolo Tipo de gene Descrigdo
LOC105607853 Rnaseq  Nao classificado LOC105607853

SEMA3A mRNA  Semaforina 3*

LOC105614979 Rnaseq  Uncharacterized LOC105614979

LOCI105614978 Rnaseq  Uncharacterized LOC105614978

SEMA3E mRNA  Semaforina 3E

LOCI105615152 proteina  Proteina piccolo-like

LOC105614980 Rnaseq  Uncharacterized LOC105614980

PCLO mRNA  Piccolo proteina presundptica citomatriz
LOCI101114098 proteina Proteina de transporte vesicular GOT1B pseudogene
CACNA2D1 mRNA  Subunidade auxiliar do canal de tensdo de célcio alfa2delta 1
LOC105614984 Rnaseq Nao classificado LOC105614984

HGF MRNA Factor de crescimento de hepatdcitos
LOC105607851 Rnaseq Nao classificado LOC105607851
LOC105614985 proteina  Histona-lisina N-metiltransferase tipo SETMAR
LOC105607850 Rnaseq Membro da familia relacionado a caderina 3-like
LOC105607849 Rnaseq Nao caracterizado LOC105607849
LOC105614986 Rnaseq Parapente

LOC105614987  Rnaseq Uncharacterized LOC105614987

SEMA3C MRNA Semaforina 3C

LOC101102230 MRNA Glicoproteina 4 de plaquetas

LOC101114861 MRNA Glicoproteina 4 de plaquetas

LOC105614988 Rnaseq Uncharacterized LOC105614988
LOC105614989  Rnaseq Uncharacterized LOC105614989
LOCI01115115 MRNA Glicoproteina plaquetaria 4

GNAT3 proteina  Subunidade da proteina G alfa transducina 3
LOCI101115786 proteina  Cullin-1 pseudogene

GNAII MRNA Subunidade alfa i1 da proteina G
LOC105613103 Rnaseq Uncharacterized LOC105613103
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Anexo 6

Identificacdo de genes com base no percentual da variancia genética aditiva (Var), explicada
por janelas de 50 SNPs adjacentes para circunferéncia toracica de ovinos Santa Inés

Simbolo Tipo de gene Descrigdo
LOC105614987  Rnaseq Uncharacterized LOC105614987
SEMA3C MRNA Semaforina 3C
LOC101102230 MRNA Glicoproteina 4 de plaquetas
LOC101114861 MRNA Glicoproteina 4 de plaquetas
LOC105614988  Rnaseq Uncharacterized LOC105614988
LOC105614989  Rnaseq Uncharacterized LOC105614989
LOCI01115115 MRNA Glicoproteina plaquetéria 4
GNAT3 proteina Subunidade da proteina G alfa transducina 3
LOC101115786  proteina Cullin-1 pseudogene
GNAI1 MRNA Subunidade alfa il da proteina G
LOC105613103  Rnaseq Uncharacterized LOC105613103
LOC105614015  Rnaseq Uncharacterized LOC105614015
LOC105614990  proteina Fator de transcri¢do BTF3 pseudogene
Guanilato quinase associada a membrana, dominio
MAGI2 MRNA WW e PDZ contendo 2
YTHDC2 MRNA Dominio YTH contendo 2
Proteina geranilgeraniltransferase
PGGIIB MRNA subunidade tipo I beta
CCDC112 MRNA Coiled-coil domain contendo 112
LOC1056018 Molécula adaptadora contendo o dominio
70 MRNA TIR 2
LVRN proteina Laverin
HRH2 MRNA Histamina receptor H2
Melhor . .
SEXN1 RefSeq Sideroflexina 1
. Repeticdo de ankyrina e
ANKDDIB proteina dominio de morte contendo 1B
Melhor Proteina de ligacio da hormona
CRHBP RefSeq libertadora da corticotropina
Factor angiogi;'2ico com domiyY2ios G-
AGGF] MRNA patche FHA 1
LOCI1011085 coteina S-metilmetionina-homocisteina S-
75 p metiltransferase BHMT?2
THBS4 MRNA Trombospondina 4
GNPNATI MRNA ?lucosanuna—fosfato N-acetiltransferase
STYX MRNA l?rote':lna de interagdo serina / treonina /
- tirosina
GPR137C proteina Receptor acoplado a proteina G 137C
TXNDCI16 proteina Dominio tiorredoxina contendo 16
Melhor .
PTGER2 RefSeq Receptor de prostaglandina E 2
ANKDDIA proteina Repeticdo de ailklrlna e dominio de
- morte contendo 1
SPG21 MRNA SPG21, maspardin
DPPS8 MRNA Dipeptidil peptidase 8



HACD3
INTS14
SLC24A1
DENND4A

RABI1A

MEGF11
MAP2K1

RPL4

SMAD3

IQCH
LOC105610812

LOC105610813

LOC105610814

LOC105610815

TRNAG-UCC

TRNAC-ACA
LOC105616654

LOC105616653

LOC105616652

CELF2
LOC105616651

LOC105616650

LOC105616649

LOC105616648

USP6NL
LOC105611762

ECHDC3
LOC105611764

LOC105611763

PROSER2
UPE2

DHTKDI
LOC105616656

SEC61A2
LOC105616655

NUDTS
CDC123
LOC105616658

CAMKI1D

MRNA
MRNA
MRNA
MRNA

MRNA

proteina
MRNA
MRNA
mRNA
proteina

Rnaseq
Rnaseq
Rnaseq
Rnaseq

Rnaseq
Rnaseq
Rnaseq
mRNA
mRNA
Rnaseq
Rnaseq
Rnaseq
mRNA
Rnaseq
MRNA
Rnaseq
Rnaseq
proteina

mRNA

mRNA

mRNA
mRNA
mRNA
mRNA
mRNA
Rnaseq

mRNA

3-hidroxiacil-CoA desidratase 3
Subunidade complexa do integrador 14
Solute carrier family 24 member 1
Dominio DENN contendo 4A

RABI1A, membro familia oncogene
RAS

Dominios multiplos EGF 11

Quinase cinase 1 activada por mitogénio
Proteina ribossomal 1.4

SMAD membro da familia 3

IQ contendo H

Nao caracterizado LOC105610812
Nao classificado LOC105610813
Uncharacterized LOC105610814
Uncharacterized LOC105610815

Transferéncia de RNA glicina (anticodon

UCC)
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Transferéncia ARN cisteina (anticodon ACA)

Uncharacterized LOC105616654
Nao classificado LOC105616653
N3o classificado LOC105616652

CUGBP Elav-como membro da familia 2

Nio classificado LOC105616651
Nio classificado LOC105616650
Nio classificado LOC105616649
Nio classificado LOC105616648
USP6 N-terminal como
Uncharacterized LOC105611762
Enoil-CoA hidratase contendo 3
Naio caracterizado LOC105611764
Uncharacterized LOC105611763
Prolina e serina rica 2

UPF?2 regulador de transcritos sem sentido

homologo (levedura)

Desidrogenase E1 e dominio transcetolase

contendo 1

60S ribossomal protein L30-like

Sec61 translocon subunidade alfa 2

Nao classificado LOC105616655

Nudix hidrolase 5

Ciclo de divisdo celular 123

Nao caracterizado LOC105616658

ID de quinase de proteina dependente de
calcio / calmodulina




