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RESUMO
ESTUDO DE ASSOClAQAO AMPLA DO GENOMA PARA COLORACAO DE
PELAGEM EM OVINOS DA RACA MORADA NOVA. Maria Malane Magalhdes
Muniz'. Samuel Rezende de Paiva?.

1 — Mestranda na UnB, Brasilia/DF
2 — Pesquisador Embrapa Labex EUA — Secretaria Relagdes Internacionais

A Associacdo brasileira dos criadores de ovinos (ARCO) reconhece duas variedades da raca
Morada Nova, a branca e a vermelha. Entretanto, existe uma variedade negra que vem sendo
frequentemente eliminada dos rebanhos por ser desclassificada para fins de registro
genealdgico. Estudos anteriores da equipe sugerem que esta variedade € muito similar a
variedade vermelha. Desta forma, o objetivo deste estudo foi realizar uma anélise de GWAS
(Genome-wide association study) para identificacdo de regiGes genémicas relacionados a
coloracdo de pelagem e para confirmar o posicionamento da variedade negra em relacdo as
demais variedades de ovinos dessa raca. Foram analisados 61 animais (branco= 20; negra=
20; vermelha= 21), genotipados para OvineSNP50kBeadChip, contendo 54.241 marcadores
do tipo SNP (Single NucleotidePolymorphism). No controle de qualidade, exclui-se amostras
com call rate < 80 %; amostras outliers, quanto as taxas heterozigosidade autossomica, foi
calculado as faixas de 1,5 interquartis (IQR);exclui-se amostras idénticas ou animais com
mais de 50% de semelhanca (IBD; PCA e Fst); SNPs sem posicGes definidas nos
cromossomos; marcadores monomdarficos; SNPs com Call rate < 90 %; Frequéncia do menor
alelo(MAF) <0,0001 e os cromossomos sexuais. Analisou-se a associacdo para diferenciacédo
de pelagem entre a variedade negra das pelagens vermelha e branca, bem como a
diferenciacdo entre animais negros e vermelhos. Apos o controle de qualidade obteve-se um
conjunto de dados de 45. 982 SNPs e 48 amostras, (negra= 18; brancas= 13; vermelha= 17).
Para GWAS utilizou-se 0 modelo dominante, teste qui-quadrado corrigido para o controle
gendmico. O SNPs mais significativo nos GWAS foi 0 s26449.1, esse SNP encontra-se a uma
distancia de 163.5 kb do gene MC1R. Esse gene parece ter papel fundamento no processo de
diferenciacéo de pelagem da variedade negra das demais pelagens para raca Morada Nova.

Palavras - Chave:Qvis aries, recursos genéticos animais, pigmentacdo de pelagem, MC1R



ABSTRACT
GENOME WIDE ASSOCIATION FOR PIGMENTATION IN SHEEP MORADA
NOVA. Maria Malane Magalhdes Muniz. Samuel Rezende de Paiva (Orientador).

The Brazilian Association of sheep creators (ARCO) acknowledge two varieties for the
Morada Nova, white and red. However, the black variety is often eliminated flocks to be
disqualified for genealogical record purposes. In previous team study suggests that this
variety is very similar to red variety. Thus, the aim of this study was to conduct an analysis of
GWAS (Genome-wide association study) to identify genomic regions related to coat color
and to confirm the position of the black variety compared to other varieties of sheep that
breed. Were used 61 animals (white = 20; black = 20; red = 21), genotyped for
OvineSNP50kBeadChip containing 54,241 markers of type SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). In quality control, is excluded samples with call rate <80%; outliers samples,
as autosomal heterozygosity rates, we calculated the 1.5 interquartile ranges (IQR); excludes
identical samples or animals over 50% similarity (IBD; PCA and Fst); SNPs without defined
positions on chromosomes; monomorphic markers; SNPs with call rate <90%; deviation from
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) <0.0001 and the sex chromosomes. We analyzed the
association to coat differentiation between the red and black varieties and differentiation
between white and non-white animals. After quality control obtained a set of data 45982
SNPs and 48 samples (black = 18, white= 13, red = 17). For GWAS used the dominant
model, chi-square test corrected for genomic control. The SNP most significant in GWAS
was the s26449.1, this SNP is located at a distance of 163.5 kb MC1R gene. This gene seems
to have ground coat role in differentiation process of the black variety of other coats for
Morada Nova.

Keywords:Ovis aries, animal genetic resources, coat pigmentation, MC1R.



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa e Relevancia

A raca Morada Nova é uma das principais racas de ovinos do
Brasil, destaca-se por apresentar pele de excelente qualidade, alta prolificidade, fertilidade,
precocidade sexual, rusticidade, habilidade materna e por serem animais de pequeno porte,
sendo esta uma importante caracteristica em sistemas de producdo com restricbes na
disponibilidade de alimentos impostas por fatores climéaticos (Faco et al., 2008). Apesar de
sua importancia para os sistemas de producdo brasileiros, principalmente para a regido
Nordeste, vinha se observando uma reducdo no numero de criatérios da raca e
consequentemente uma diminuicdo no tamanho efetivo da populacdo (Arandas et al., 2012).

A Associacdo Brasileira dos Criadores de Ovinos (ARCO)
reconhece duas variedades para a raca, a variedade vermelha e a variedade branca, sendo
comum o aparecimento de animais negros nos rebanhos. Esses animais sdo rapidamente
eliminados, por ndo estarem de acordo com padrdo racial estabelecido para a raca. Dessa
forma, os produtores tém utilizado o padréo racial como critério de selecdo nos rebanhos,
esses tem encontrado dificuldade em selecionar animais que se adéquem plenamente a todas
as caracteristicas. A equipe técnica do Nucleo de Melhoramento Genético Participativo da
Raca Morada Nova observou que o numero de animais restantes apds a selecdo para
caracteristicas raciais tem sido suficiente apenas para cobrir as taxas de reposicdo dos
rebanhos. Assim, ndo tem sido possivel o estabelecimento de qualquer indice de selecdo para
caracteristicas produtivas, o que tem limitado o progresso genético da raca. Observou-se
ainda que a descaracterizacao racial para a cor da pelagem esta entre as caracteristicas que

mais contribuem para 0 aumento das taxas de descarte de animais.



As novas tecnologias de genotipagem de marcadores SNPs a partir
de microarranjos permitiram um grande avanco nos estudos de associa¢do ampla do genoma
(GWAS) e tem contribuido para o aumento da compreensao da relacdo entre o genoma de
animais domésticos e seus fendtipos (Kijas et al., 2013). Varias metodologias tém sido
desenvolvidas para lidar com o enorme volume de dados genotipicos conseguidos com as
novas tecnologias de genotipagem e assim identificar com precisdo regides do genoma que
desempenham papel importante em determinadas caracteristicas. Os estudos de GWAS tém
sido empregados para a investigacdo de varias caracteristicas complexas e doencas em
espécies animais. Para a espécie ovina tem sido utilizado na investigacdo de doengas como
raquitismo, na avaliacdo de crescimento e producdo de carne, bem como para caracteristicas
qualitativas como heranca de chifres e cor de pelagem (Zhao et al., 2011; Zhang et al., 2013).

Visando dar suporte ao nicleo de melhoramento participativo de
ovinos da raca Morada Nova, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo de
associacdo ampla do genoma (GWAS) para a coloracdo de pelagem na raga Morada Nova e

assim identificar regides, genes e SNPs responsaveis pela diferenciacao de cores na raca.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Realizar um Estudo de Associacdo Ampla do Genoma
(GWAS - Genome-Wide Association Study) para identificacdo de marcadores SNPs

relacionados a coloracdo de pelagem em ovinos da raca Morada Nova.

1.2.2 Objetivos especificos

1) Realizar estudo de associacdo ampla do genoma para contrastes de variedades de
pelagem dentro da raca Morada Nova (preta vs vermelha +branca) e (vermelha
vs negra) de forma a identificar marcadores SNPs que influenciam a expressédo

fenotipica da pelagem.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Melhoramento Genético Participativo

Programas de melhoramento genético bem estruturado sao
fundamentais para aumentar a produtividade e da rentabilidade dos sistemas de
producdo, bem como para manter a diversidade genética, financiar a conservagdo e
utilizacdo dos recursos genéticos especificos de forma sustentavel. Porém, o que tem
sido observado nos Gltimos anos é que pouco sucesso se tem conseguido com esse tipo
de acdo e o impacto desses programas tem sido muito pequeno em paises em
desenvolvimento (FAO, 2007). Um dos motivos da ineficiéncia desses programas da-se
pelo grande enfoque empregado em pesquisas subutilizadas, em sua maioria pela falta
de interacdo dos resultados destas com o setor produtivo, com comunidades e criadores
que tenham uma visdo produtiva dos sistemas locais. Por isso, 0s programas acabam
sendo integralmente pagos pelo setor publico sem que isso gere um retorno notavel para
as comunidades locais bem como para conservacdo de racas localmente adaptados. O
que implica em uma maior necessidade de exploracdo as diversas formas de
conservacdo, considerando a diversidade genética, a variabilidade dos recursos
genéticos, mais também a viabilidade econdmica, os beneficios sociais, ou seja, buscar
por estratégias ndo onerosas e eficientes, capazes de conciliar conservacéo,
melhoramento genético e utilizagdo dos recursos genéticos locais.

O melhoramento genético participativo € uma das formas de
conservacdo de racas localmente adaptadas que tem apresentado bons resultados em
varios paises. Essa forma de melhoramento envolve os conhecimentos populares,

técnicos e académicos, portanto, todo o direcionamento desses programas € norteado



pela interacdo entre essas diferentes formas de conhecimento, estimando o
desenvolvimento de programas condizentes com as reais condi¢cdes das comunidades
(Mirkena et al.,2012). E uma forma de estimular e conscientizar a populacéo local da
importancia de cada acédo dentro do programa para o desenvolvimento cientifico, social
e econémico local.

No Brasil, sdo poucos os programas de melhoramento
genético para ovinos, esses poucos Sdo programas pequenos e com objetivos
particulares, conduzidos por empresas privadas ou conduzidos por instituicdes de
pesquisa, vinculados a conservacdo dos recursos geneéticos locais. Quanto aos
programas de melhoramento genético participativo, € um tema pouco conhecido e
pouquissimo praticado no Brasil. Talvez, o programa de melhoramento genético
participativo de ovinos da raca Morada Nova, seja um dos raros programas de
melhoramento genético participativo no Brasil, bem como a raca Morada Nova seja
uma das poucas ragas que tenha um envolvimento sociocultural com uma determinada
comunidade, assemelhando-se as relagfes encontradas entre comunidades e ragas locais

em outros paises.

2.1.1 Origem da Raca Morada Nova

A raca Morada Nova foi apresentada por Domingues (1941)
em uma nota sobre o “Carneiro Deslanado de Morada Nova” com o seguinte trecho:
“Viajando em 1937, em missdo oficial do D.N.P.A. verifiquei a ocorréncia de um tipo
étnico interessante, entre os ovinos nativos do Nordeste, e que se caracteriza pela
auséncia de 13, de modo que os animais, ao contrario dos de sua espécie, apresentam a
pele coberta de pelo cabrum — grosseiro e curto. Assim sdo criados para a producdo de
pele (exportada largamente) e para carne, in loco consumida”. Nesta mesma nota,
Domingues (1941) constatou a ocorréncia de ovinos deslanados em Morada Nova, onde
ocorria com maior frequéncia no Cear, Piaui e em varios outros pontos do Nordeste.

Seguindo em sua descricdo, Domingues (1941) caracteriza 0s
“Carneiros Deslanados de Morada Nova” como animais com peso médio de 30 kg,

destacando que tal observagdo se dera na época seca, com 65-78 cm de perimetro



torécico, altura de 60-65 cm e coloracdo predominantemente vermelha lisa, podendo
ocorrer ainda a branca e a pintada, sendo as fémeas mochas e 0os machos com ou sem
chifres. Depois vieram varios questionamentos acerca de como teria se originado essa
raca, Domingues (1954) supbe que a raca Morada Nova descenderia diretamente dos
carneiros Bordeleiros de Portugal, trazidos para o Brasil na época da colonizacdo e que,
desde entdo, teriam passado por um processo de selecdo natural que resultara na
auséncia de 1a, desconsiderando a hipotese de que essa raga descenderia de animais de
africana.

Com o surgimento de novas técnicas de manipulacdo de
material genético, surge também novas possibilidade para estudos da origem da raga
Morada Nova, assim como a origem de outras racas naturalizadas brasileira. Paiva et al.
(2005), estudando haplétipos de DNA mitocondrial em animais de todas as racas
localmente adaptadas brasileiras, classificaram esses animais como de origem europeia,
considerando a provavel origem africana para as ragas Somalis Brasileira e Morada
Nova. Estes sugeriram que as racas africanas poderiam apresentar uma histdria
evolutiva semelhante a das racas europeias, compartilhando o mesmo haplétipo
mitocondrial. Kijas et al. (2012) utilizaram um chip com aproximadamente 50.000
marcadores SNPs para identificar a origem das ragas localmente adaptadas brasileiras,
chegaram a conclusdo de que as ragas brasileiras realmente apresentam duas fontes de
variabilidade genética principal, ou seja, uma de origem europeia e uma de origem
africana. Ferreira et al. (2014) estudaram a diferenciacdo genética entre as variedades de
ovinos da raca Morada Nova, encontrando diferencas significativa entre as variedades
vermelha e branca. Esses resultados reforcam a necessidade de estudos com varias
classes de marcadores moleculares, bem como, uma amostragem ampla para que se
conhecam realmente as origens das racas naturalizadas brasileiras. Os recursos
genéticos de um pais ou regido constituem um patriménio cultural e biol6gico Unico,
fazem parte de sua riqueza.

Em 1977 o Ministério da agricultura reconheceu oficialmente
a raca Morada Nova. Atualmente a Associacdo Brasileira dos Criadores de Ovinos
(ARCO) reconhece duas variedades para a raga: a variedade branca e a vermelha
(Figura 1. 1). (ARCO, 2014).



s B
Figura 1.1 Ovinos Morada Nova nas variedades branca e vermelha. Fotos: Débora A. E.
Facanha (a); Arquivo pessoal(b)

De acordo com Associagdo dos Criadores de Ovinos (ARCO, 2014), o padréo atual para
a raca é definido da seguinte forma:

Aspecto geral: Animais deslanados, mochos, de pelagem vermelha ou branca; machos
com 40/60 kg; fémeas adultas com 30/50 Kg.

Cabeca: Larga, alongada, perfil subconvexo, focinho curto bem proporcionado, orelhas
bem inseridas na base do cranio e terminando em ponta; olhos amendoados.

Pescoco: Bem inserido no tronco, com ou sem brincos.

Corpo: Linha dorso-lombar reta, admitindo-se ligeira proeminéncia de cernelha nas
fémeas. Garupa curta com ligeira inclinacdo. Cauda fina e média; ndo passando dos
jarretes.

Membros: Finos, bem aprumados, cascos pequenos e escuros.

Pelagem: De acordo com a variedade: a) Variedade Vermelha - Pelagem vermelha em
suas diversas tonalidades; cor mais clara na regido do perineo, bolsa escrotal, Ubere e
cabeca. A presenca de sinais pretos ndo desclassifica. Pele escura, espessa, elastica e
recoberta de pelos curtos, finos e asperos. Mucosa escura. Cauda com ponta branca. b)
Variedade Branca - Pelagem branca, sendo permissiveis mucosas e cascos claros. Pele
escura, espessa, elastica e resistente.

Aptiddes: Producdo de carne e peles de alta qualidade. Ovelhas muito proliferas.
Adaptacdo: Ovelhas muito rusticas que se adaptam as regides mais aridas; desempenha
importante funcdo social fornecendo alimentos proteicos as populagGes rurais destas
regides.

Defeitos: Pelagem atipica, descaracterizada; Manchas de qualquer cor sobre as pelagens

branca ou vermelha; Pelos atipicos; Mucosas e cascos despigmentados; Pele



excessivamente fina; Constituicdo débil; Ma conformacdo e aprumos defeituosos;
Presenca de chifres; Barba e toalha (babeiro); Orelhas grandes e pendentes; Mas
formagOes bucais (prognatismo, retrognatismo); Lordose, cifose e escoliose; Cauda
excessivamente grossa, curta ou mais de 25% de cor branca; Criptorquidia,

monorquidia, hipoplasia ou acentuada assimetria testicular.

2.1.2 Nucleo de Conservacédo e Melhoramento Genético Participativo de Ovinos da
Raca Morada Nova

O Nucleo de Conservacdo e Melhoramento Genético da Raca
Morada Nova foi iniciado em 2007, coordenado pela Embrapa Caprinos e Ovinos e o
com o apoio financeiro do Banco do Nordeste do Brasil (Faco, 2008). As iniciativas
para esse projeto surgiram em 2006 quando criadores dos municipios de Morada Nova,
Limoeiro do Norte e Jaguaretama e outras localidades vizinhas no Estado do Ceara,
manifestaram a prefeitura de Morada Nova e ao SEBRAE a preocupacdo com a reducao
do ndmero de produtores e com o tamanho efetivo de ovinos desta raca. Estas
instituigdes procuraram a Embrapa para relatar o interesse dos criadores em encontrar
ajuda técnica para que pudessem revitalizar a producdo de ovinos da raga. Na ocasido, a
Embrapa Caprinos e Ovinos propds aos criadores a formacao de grupo para trabalharem
coletivamente sobre orientacdo técnica do Programa de Melhoramento Genético de
Ovinos e Caprinos de Corte (GENECOC) e implantar o nucleo de melhoramento da
raca na localidade de Morada Nova (Shiotisuki & Faco, 2013).

Para estabelecer o objetivo de selecdo do projeto foram
realizadas reunides entre os criadores e a equipe técnica do projeto e de forma
participativa foi definido que melhorar a velocidade de crescimento e a precocidade de
acabamento era os objetivos de selecdo, preservando o padréo racial, a prolificidade,
habilidade materna e a adaptabilidade da raca as condicdes de semiarido (Shiotisuki &
Faco, 2013). Desde entdo, as a¢bes desenvolvidas dentro do ndcleo tém sido resolvidas
de forma coletiva, atualmente todas as fazendas participantes realizam escrituracdo
zootécnica. O programa conta com fichas padrdes para os diferentes tipos de manejo
nos rebanhos, o que facilitam a coleta de dados pelo produtor. Para da agilidade e
credibilidade as informacgdes coletas, um técnico faz visitas periodicas as fazendas

participantes e auxilia essas coletas.
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Nesses anos de existéncia do Ndcleo, muitos progressos para
a conservacdo e desenvolvimento produtivo da raga foram conseguidos, a destacar a
revitalizacdo da Associacdo Brasileira dos Criadores de Ovinos da Raca Morada Nova,
que passou um longo periodo desativo e que agora tem desempenhado um papel
importante nos trabalhos de divulgacdo da raca. Através dessa integracdo entre
produtores, pesquisadores e associagdo, foi possivel verificar que as caracteristicas
definidas no padrdo racial parecem ser um fator limitante no melhoramento genético da
raca. As altas taxas de descarte por descaracterizacdo para fins de registro genealdgico
tém influenciado diretamente os niveis de pressdo de selecdo utilizados nos rebanhos,
considerando que os animais restantes para selecdo apos os descartes de animal com
descaracterizacdo racial sdo suficientes apenas para a reposicado de reprodutores (Muniz
et al., 2012). Dessa forma, serdo necessarias maiores investigacdes para caracterizar as

implicacdes desses descartes no processo de melhoramento genético da raca.

2.2 Controle Genético dos Mecanismos de Pigmentacao

A cor da pelagem é uma das caracteristicas mais marcantes
nos mamiferos, é também uma das caracteristicas que apresenta grande diversidade
entre as espécies, bem como dentro de espécie (Ren et al., 2011). A variacdo de cor
depende da distribuicdo e do tipo pigmentos produzido. Esses fatores sdo geralmente
controlados por mais de um gene. As varia¢des de coloracdo de pelagem encontrados
nos animais fornecem oportunidades para estudos da base genética da diversidade
fenotipica, por ser uma caracteristica de facil visualizacdo, permite avaliar as expressoes
entre os diferentes alelos e eventuais mudancas causadas por mutacdes. Recentemente,
foram identificados diversos genes envolvidos nos processos de pigmentacéo. Entre eles
encontram se 0 gene TYR (Tirosinase) que é responsavel pela producao de tirosinase e
os genes MC1R(Receptor da melanocortina- 1), ASIP (Proteina de sinalizacdo Agouti),
OCA2, TYRP e DCT entre outros, que tem diferentes funcdes e agem em diferentes
etapas dos mecanismos de pigmentacdo. Segundo Mundy (2005) mudangas na
sequéncia codificante do gene receptor na melanocortina -1(MCR1) esta associado com

variagOes na coloracdo de pelos em mamiferos e da plumagem em aves. Esse receptor
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este localizado nos melanocitos que sdo células especializadas na producdo de
melaninas.

Os melandcitos produzem dois tipos de melaninas, as
eumelaninas, substancias quimicas responsaveis pelos pigmentos negro e castanho e as
feomelaninas pelos os pigmentos vermelho e amarelo (Gratten et al., 2010). Contudo, o
processo de determinacdo da coloracdo de pele, pelos e olhos tem inicio durante o
desenvolvimento embrionario, quando os melandcitos formados na crista neural migram
por todo o corpo do feto, até alcancarem os lugares que lhe sdo determinados no corpo,
para isso é necessario um programa de regulacdo muito eficiente para garantir que as
quantidades de células necessarias cheguem aos seus locais determinados. Dessa forma,
0s melandcitos sdo responsaveis pela pigmentacdo do corpo, se poucos desses
melandcitos sobreviverem ocorreram a despigmentacdo, essa pode ocorrem de forma
parcial ou total depende da quantidade de células sobreviventes, dando origem a
fendtipos que vao de albinismos, animais brancos ou com manchas brancas.

Todo esse processo de migracao, proliferacdo, diferenciacéo
e sobrevivéncia dos melandcitos sdo controlados por muitos genes. Os genes TYR,
MITF, KIT, EDNRB, SILV, PAX3 sdo estudados em muitas espécies domésticas, como
genes candidatos para a expressdo de fendtipos brancos (Haase et al., 2013). O gene
MITF (Fator de transcricdo associada a microftalmia) foi apontado por Levy et al.
(2006) como o principal gene responsavel pelo desenvolvimento de melandcitos, funcéo
e sobrevivéncia através da modulacdo varios genes que atuam conjuntamente, em
humanos. Alguns estudos realizados com espécies domésticas tém relacionado esse
gene como o principal gene nesse processo (Philipp et al., 2011; Garcia-Gamez et al.,
2011).

Quando os processos de migracdo dessas células ocorrem
adequadamente, é necessaria a atividade de outros genes como MC1R para que ocorra o
processo de diferenciacdo de pigmentos. Esse é um processo secundario, onde o
horménio estimulante dos melandcitos (a-HMS), secretado pela glandula pituitéria,
liga-se ao receptor da melanocortina-1(MC1R), acoplado a proteina G, faz com que
desencadeie o processo de ativacdo da enzima Tirosinase, essa enzima oxidard o
aminoéacido tirosina a dopaquinona, esse sofrera acdo de outras enzimas produzindo os
pigmentos eumelanicos. Quando a proteina sinalizadora Agouti (ASIP), sintetizada pelo

gene Agouti, se liga ao receptor MC1R, a atividade da enzima TYR é reduzida,
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ocasionando a producdo de pigmento feomelanina, assim os diferentes pigmentos

estardo condicionados a ativacao de receptores especificos (Figura 1.2).

Proteina de ﬂ E> Hormonio estimulante
sinalizagdo Agouti de melandcito (a-HMS)

Citoplasma do
melandcito

e L

Pigmento feomelanina Pigmento eumelanina
Amarelo /vermelho Preto/marrom

\MClR

Figura 1.2 Representacdo simplificada da sintese de feomelanina e eumelanina nos
melandcitos.

Os loci Extensdo e Agouti sdo os principais l6cus que afetam
a guantidade relativa de pigmentos produzidos nestas células. Estes loci apresentam
interacdes epistaticas em diferentes espécies de mamiferos. O locus de extensdo codifica
0 gene do receptor de melanocortina - 1 (MC1R). O alelo dominante no locus de
extensdo induz a pigmentacdo negra, enquanto que alelos recessivos estimulam a
producdo de pigmentos vermelhos e amarelos. As mutagdes no lécus Agouti tém um
efeito contrario, em geral, os alelos dominantes determinam fenotipos feomelanicos,
enguanto que os alelos recessivos causam cor da pelagem negra com algumas excecdes
(Fontanesi et al., 2009). Atualmente, temos estudos o suficiente que comprovem a
importancia da proteina sinalizadora ASIP e do MC1R na regulagdo dos tipos de
pelagem em ratos, no entanto, em humanos e outras espécies de mamiferos, estes
mecanismos ndo estdo totalmente esclarecidos.

Em humano o gene MCIR esta localizado no cromossomo
160g24. 3 desempenha um papel importante na genética da pigmentacdo, sendo

altamente polimorficos na populacdo branca, variantes encontradas para esses genes



13

foram associadas com pele clara e cabelo ruivo e ao risco de melanoma cutaneo maligno
e cancer de pele ndo melanoma (Bastiaens et al., 2001). Estudos de associagdo de
associacdo ampla do genoma (GWAS) em humanos tem confirmado a associacdo de
varios loci com caracteristicas de pigmentacéo, incluindo polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) em MC1R e ASIP, associado a varia¢fes na cor do cabelo, a sensibilidade
ao sol e a presenca de sardas (Dessiniot et al., 2011). De acordo com Crepaldi et
al.(2003), em bovinos 0s mecanismos e genes que determinam a cor de pelagem sdo
semelhantes aos mecanismos e genes que controlam essa caracteristica em humanos,
bem como em outros mamiferos.

Em caprinos uma grande parte da variabilidade na cor de
pelagem tem sido explicada por um grande ndmero de alelos do lécus Agouti, ja o l6cus
de extensdo parece tem um papel menor importancia, porém, em alguns casos os efeitos
epistaticos de alelos do I6cus Agouti podem confundir ou mascarar as a¢des do I6cus de
extensdo (Fontanesi et al., 2009).

O lécus Agouti tem a principal contribuicdo sobre a
determinacdo de cor de pelagem em ovinos. Esse locus tem ao menos 18 alelos que
participam da distribuicdo dos pigmentos eumelaninas ou feomelanina (Lundie, 2004).
Os genes desse locus interagem com outros genes do lécus de extensdo e os resultados
dessas interaces produzem os mais diferentes fen6tipos. Segundo Vage et al. (1999), a
pelagem negra dominante em ovinos pode ser causada por um alelo ED (preto
dominante) no locus extensdo. Norris et al. (2008) identificaram uma regido com um
conjunto de duplicacdo de 190kb, a regido codificadora AHCY e a regido promotora
ITCH que engloba o ASIP como a causa genética da pelagem branca dominante e
relataram que a pelagem negra recessiva pode ser resultado do gene ASIP copia simples
com promotor ASIP silenciados em ovinos. Royo et al.(2008) investigaram a pelagem
negra recessiva em ovinos da raga Xalda, eles testaram a acao do alelo preto dominante
no locus de extensdo (E (D)) e uma delecdo de 5 pb ((X99692:¢.100_104del; A(del)) na
sequéncia codificante do ASIP, para o padrdo de pelagem negra em 188 individuos. O
alelo E (D) ndo foi encontrado nas amostras, apenas, 11 individuos eram homozigotos
para o alelo A(del)ASIP, todos os individuos portadores do genotipo A(del)/A(del)
eram fenotipicamente negros, porém, a maioria ndo eram homozigotos para a delegéo de
5 pb, rejeitando a hipotese do gendtipo A(del)/A(del) ser a Unica causa da cor da
pelagem negra recessivo em ovinos .Yang et al. (2013) sequenciaram a regido completa

do gene MC1R em ovinos chinés, com pelagem totalmente branca, marrom e negra,
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eles identificaram 5 SNPS, sendo duas mutacGes ndo sinénimas(c.218 T>A, p.73
Met>Lys. ¢.361 G>A, p.121 Asp>Asn) e trés sindnimas (c.429 C>T, p.143 Tyr>Tyr;
€.600 T>G, p.200 Leu>Leu.c.735 C>T, p.245 lle>lle), todas as mutagOes foram
entradas em animais de pelagem negra, ja nas racas de pelagem marrom foram
encontradas duas das mutacbes ndo sindnimas, foi identificado ainda um Unico
haplétipo AATGT exclusivo de animais com pelagem negra, sugerindo que mutacées
no gene MCI1R sdo responsaveis pelo fendtipo negro em ovinos. Apesar da cor de
pelagem ser uma caracteristica morfoldgica, sua expressao ndo depende somente de
fatores genéticos. As diferentes variacdes na cor e volume de pelagem nos mamiferos
podem esta relacionados com fatores externos, variagdes ambientais ou com fatores

internos, como fatores hormonais (Bordignon & Franga, 2004).

2.3 Implicacdes do Padréo Racial na Selegéo

A selecdo de acordo com os padres raciais prioriza as
caracteristicas fenotipicas, sendo os animais séo julgados pela aparéncia, considerando-
se 0s critérios estabelecidos para a raca, independentemente de suas caracteristicas
produtivas.

De acordo com esse critério comumente sdo selecionados
apenas animais tidos como elite, porém, essa classificacdo ndo inclui o0 mérito genético
dos mesmos, e nem sempre 0s animais selecionados por esses critérios sdo viaveis
reprodutivamente o que limita a quantidade e a qualidade de animais aptos para a
reproducéo.

Entretanto a selecdo realizada com o auxilio do
melhoramento genético possibilita a dispersdo e a multiplicacdo de melhores gendtipos
e que consequentemente, produzem melhores progénies.

Em muitos casos, a taxa de descartes por caracteristicas
secundarias sdo priorizadas, como é o caso da selegdo para a cor de pelagem em
rebanhos ovinos da raca Morada Nova. Nestes rebanhos é frequente o aparecimento de
animais de pelagem negra, entre outras caracteristicas que discordam do padréao racial.
De acordo com Muniz et al., (2012), 4,97% de animais dos rebanhos sdo descartados

por terem pelagem negra. Portanto, as taxas de descartes séo elevadas, considerando que
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€ apenas uma caracteristica e que nao tem importancia do ponto de vista produtivo. A
raca Morada Nova apresenta um pequeno numero de criatérios, com um ndmero
reduzido de animais disponiveis, além disso, a dificuldade de se obter animais dentro do
atual padrédo racial pode ter desestimulado os produtores e contribuido ainda mais a
diminuicdo do efetivo da raca (Muniz et al., 2012).

Estes descartes secundarios quando reduzido, aumentam-se
as taxas de reposicdo voluntaria, desencadeando um aumento na rentabilidade da
fazenda e/ou permite o uso de uma maior pressdo de selecdo, contribuindo para o
melhoramento genético do rebanho (Van der Werf, 2006), ademais para que um
programa de melhoramento genético tenha éxito, deve-se trabalhar com alta presséo de
selecdo, 0 que ndo é possivel com um pequeno nimero de animais.

Outras racas de animais de producdo apresentam essa
variacdo entre os pigmentos eumelanicos e feomelanicos, como é o caso dos bovinos
Aberdeen Angus. A Associagdo Brasileira de Angus, bem como Associacdo Nacional
de Criadores “Herd- Book Collares” reconhece para fins de registro genealdgico as duas
variedades da raca, a variedade vermelha e a negra, embora, a variedade vermelha tenha
sido popularizada como Red Angus. Os ovinos da raga Manchega apresentam um
rebanho com 90% de animais brancos e os outros 10% é constituido de animais negros,
esses sdo aceitos como uma variedade da racga. Portanto, sdo apenas variagdes entre 0s
diferentes tipos de pigmentos melanicos, do ponto de vista produtivo e reprodutivo ndo

tem diferenciacdo genética.

2.4 Estudos de Associacdo Ampla do Genoma (GWAS)

As tecnologias de nova geracdo também tiveram um papel
fundamental, proporcionando maior agilidade e menor custo. Hoje esse tipo de
tecnologia esta disponivel de forma terceirizada, o que diminui os custos com méao de
obra para obtengcdo dos dados equipamentos (Purcell et al., 2007).0s avangos no
sequenciamento e tecnologias de alto rendimento tornaram os estudos de associacdo
ampla do genoma (GWAS) uma analise pratica para a associacdo de genes a
caracteristicas complexas. Essas vantagens possibilitaram também a utilizacdo desses

estudos para a melhoria trabalhos de conservacao e melhoramento genético animal.
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Duas plataformas, Illumina (San Diego, CA) e Affymetrix
(Santa Clara, CA), foram primordiais para o inicio dos estudos GWA. Essas tém
renovado a cada ano seus produtos, proporcionando diferentes abordagens para a
identificacdo de variacdo de SNPs. A Affymetrix imprime pequenas copias de
sequéncias de DNA no chip como pontos que reconhecem um SNP alelo especifico. Os
nucleotideos sdo detectados por hibridacdo diferencial do DNA da amostra. Ja a
Illumina baseada em bead (esferas) com sequéncias de DNA ligeiramente mais longos
para detectar alelos. Os chips da Illumina proporcionam maior especificidade e por isso
tem também um maior valor (Bush& Moore, 2012). Independentemente da tecnologia
utilizada e do modelo genético da caracteristica, para avaliar a variacdo genética é
necessaria uma abordagem cuidadosa para a caracterizacdo do fendtipo de interesse e
obtencdo de resultados significativos.

A abordagem mais comum nesse tipo de estudos € a do tipo
caso-controle em que sdo utilizados dois grupos, um expressando a caracteristica
pesquisada e 0 outro grupo que ndo expressa essa caracteristica. Todos os individuos
dos grupos sdo genotipados para a maioria dos SNPs conhecidos, 0 nimero de SNPs
utilizados vai depender da tecnologia utilizada. Objetiva-se verificar para cada SNP se a
frequéncia do alelo é significativamente diferente entre casos e controles. A unidade
fundamental para verificar o tamanho do efeito € a raz&o de probabilidade (odd ratio). A
razdo de probabilidade relata a relacdo entre duas proporces. Assim, quando a
frequéncia de um determinado alelo é maior nos grupos de casos que nos controles,
razdo de probabilidade sera maior que um. O mesmo é usado para o alelo de menor
frequéncia. O objetivo de GWAS ¢é encontrar o valor de odd ratio significativamente
diferente de 1. Isso indica que um determinado SNPs esta relacionados com a
caracteristica investigada. Geralmente é utilizado o software de bioinformatica para as
analises como, por exemplo, o Plink (Clarke et al., 2011).

Na producéo animal os estudos de GWA sdo recentes. Apesar
disso, varios resultados ja foram conseguidos, principalmente, para caracteristicas
guantitativas. Esses estudos tém sido utilizados para acelerar os processos de
melhoramento genético de caracteristicas de interesse econdmico (Fan et al., 2011).
Esses tém sido utilizados para investigacdo de caracteristicas relacionadas a producao
de leite, teor de gordura intramuscular, fertilidade e crescimento. Muitos loci e SNPs
tém sido identificados para essas e outras caracteristicas em bovinos, suinos, entre

outras espécies de producao.
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Para ovinos, um dos primeiros estudos de GWA foi realizado
por Jonhstonn et al. (2011). Eles investigaram variagdes na morfologia dos chifres em
ovelhas Soay e encontraram SNPs possivelmente associados a variantes proximas ao
gene RXFP2. Kijas et al. (2013) investigaram o carater negro dominante em ovinos da
raca Manchega. Eles conseguiram identificar um SNPs altamente significativo proximo
ao gene MC1R. Li et al. (2014) realizaram um estudo de GWA para identificar SNPs
no gene ASIP associado com pelagem branca e ndo branca em ovinos da raga Finn da
Finlandia. Eles encontraram 35 SNPs associados com as cores estudadas. Esses SNPs
cobrem regibes gendmicas que englobam trés genes associados a padrGes de
pigmentacéo (TYRP1, ASIP e MITF) em ovinos.



CAPITULO 2- ESTUDO DE ASSOCIACAO AMPLA DO GENOMA PARA
COLORACAO DE PELAGEM EM OVINOS DA RACA MORADA NOVA
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RESUMO
ESTUDO DE ASSOClACAO AMPLA DO GENOMA PARA COLORACAO DE
PELAGEM EM OVINOS DA RACA MORADA NOVA. Maria Malane Magalh&es
Muniz®. Samuel Rezende de Paiva’.

1 — Mestranda na UnB, Brasilia/DF
2 — Pesquisador Embrapa Labex EUA — Secretaria Relagdes Internacionais

A Associacao brasileira dos criadores de ovinos (ARCO) reconhece duas variedades da
raca Morada Nova, a branca e a vermelha. Entretanto, existe uma variedade negra que
vem sendo frequentemente eliminada dos rebanhos por ser desclassificada para fins de
registro genealdgico. Estudos anteriores da equipe sugerem que esta variedade é muito
similar a variedade vermelha. Desta forma, o objetivo deste estudo foi realizar uma
analise de GWAS (Genome-wide association study) para identificacdo de regides
genbémicas relacionados a coloracdo de pelagem e para confirmar o posicionamento da
variedade negra em relacdo as demais variedades de ovinos dessa raca. Foram
analisados 61 animais (branco= 20; negra= 20; vermelha= 21), genotipados para
OvineSNP50kBeadChip, contendo 54.241 marcadores do tipo SNP (Single
NucleotidePolymorphism). No controle de qualidade, exclui-se amostras com call rate <
80 %; amostras outliers, quanto as taxas heterozigosidade autossémica, foi calculado as
faixas de 1,5 interquartis (IQR);exclui-se amostras idénticas ou animais com mais de
50% de semelhanga (IBD; PCA e Fst); SNPs sem posi¢des definidas nos cromossomos;
marcadores monomorficos; SNPs com Call rate < 90 %; Frequéncia do menor
alelo(MAF) <0,0001 e os cromossomos sexuais. Analisou-se a associagdo para
diferenciacdo de pelagem entre a variedade negra das pelagens vermelha e branca, bem
como a diferenciacdo entre animais negros e vermelhos. Apds o controle de qualidade
obteve-se um conjunto de dados de 45. 982 SNPs e 48 amostras, (negra= 18; brancas=
13; vermelha= 17). Para GWAS utilizou-se 0 modelo dominante, teste qui-quadrado
corrigido para o controle genémico. O SNPs mais significativo nos GWAS foi o
$26449.1, esse SNP encontra-se a uma distancia de 163.5 kb do gene MC1R. Esse gene
parece ter papel fundamento no processo de diferenciacdo de pelagem da variedade
negra das demais pelagens para raga Morada Nova.

Palavras - Chave:Ovis aries, recursos genéticos animais, pigmentacdo de pelagem,
MCI1R
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ABSTRACT
GENOME WIDE ASSOCIATION FOR PIGMENTATION IN SHEEP MORADA
NOVA. Maria Malane Magalhdes Muniz. Samuel Rezende de Paiva (Orientador).

The Brazilian Association of sheep creators (ARCO) acknowledge two varieties for the
Morada Nova, white and red. However, the black variety is often eliminated flocks to be
disqualified for genealogical record purposes. In previous team study suggests that this
variety is very similar to red variety. Thus, the aim of this study was to conduct an
analysis of GWAS (Genome-wide association study) to identify genomic regions
related to coat color and to confirm the position of the black variety compared to other
varieties of sheep that breed. Were used 61 animals (white = 20; black = 20; red = 21),
genotyped for OvineSNP50kBeadChip containing 54,241 markers of type SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). In quality control, is excluded samples with call rate <80%;
outliers samples, as autosomal heterozygosity rates, we calculated the 1.5 interquartile
ranges (IQR); excludes identical samples or animals over 50% similarity (IBD; PCA
and Fst); SNPs without defined positions on chromosomes; monomorphic markers;
SNPs with call rate <90%; deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
<0.0001 and the sex chromosomes. We analyzed the association to coat differentiation
between the red and black varieties and differentiation between white and non-white
animals. After quality control obtained a set of data 45982 SNPs and 48 samples (black
= 18, white= 13, red = 17). For GWAS used the dominant model, chi-square test
corrected for genomic control. The SNP most significant in GWAS was the s26449.1,
this SNP is located at a distance of 163.5 kb MC1R gene. This gene seems to have
ground coat role in differentiation process of the black variety of other coats for Morada
Nova.

Keywords:Ovis aries, animal genetic resources, coat pigmentation, MC1R.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta um rebanho ovino com mais de 17
milhGes de animais e mais de 60% sdo classificados como deslanados (IBGE, 2013)
com maior distribuicdo na regido Nordeste (Hermuche et al., 2013). A raca deslanada
Morada Nova (Figure 2.1) € um dos principais grupos genéticos de ovinos localmente
adaptados do Brasil, onde tem sido explorada mais para corte e apresenta prolificidade e
habilidade materna relativamente elevadas (Fac6, 2008). Atualmente, a Associacdo
Brasileira dos Criadores de Ovinos (ARCO) reconhece duas variedades para a raga,
vermelha e branca (ARCO, 2014) e animais negros sdo rotineiramente eliminados dos
rebanhos.

Em 2007, foi criado programa de melhoramento genético
participativo da Raca Morada Nova, coordenado pela Embrapa Caprinos e Ovinos e o
com a participacdo da Associacdo de criadores da raca bem como Universidades e
outras Unidades da Embrapa (Shiotisuki & Faco, 2013). Estes programas sao formas
alternativas de conservacdo e uso de racas localmente adaptadas e que tem como
objetivo principal aplicar e integrar os conhecimentos populares, técnicos e académicos
em prol do desenvolvimento socioeconémico de comunidades regionais (Mirkana et al.,
2012).

Um dos desafios atuais do Programa ¢ a eliminacdo anual de
um grande numero de animais que ndo apresentam todas as caracteristicas fenotipicas
exigidas para concessdo de registro genealdgico pela ARCO. Por exemplo, estima-se
que cor da pelagem e pigmentacdo do espelho nasal sejam responsaveis por até 45% dos
animais descartados anualmente (Muniz et al.,, 2012; Faco, 2015, personal
communication). Estas praticas contribuem para reduzir tanto a variabilidade genética
da raca bem como as chances de melhoramento de caracteristicas produtivas, visto que

0S animais restantes suprem apenas as taxas de reposicao dos rebanhos.
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O emprego de chips contendo milhares de marcadores
moleculares SNP (Single NucleotidePolymorphism) em animais de produgdo tem
otimizado a identificacdo de genes/ regibes relacionados a caracteristicas fenotipicas,
especialmente aquelas controladas por um ou poucos genes (e.g., JONHSTONN et al.
2011; KIJAS et al. 2013). Visando dar suporte ao Programa de melhoramento
participativo de ovinos da raca Morada Nova, este estudo teve como objetivo realizar
tanto um estudo de associagdo ampla do genoma (GWAS) para a coloragdo de pelagem
na raca Morada Nova bem como quantificar a diferenciacdo genética entre animais de

diferentes pelagens.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foram utilizados animais das duas variedades de pelagem da
raca, vermelha e branca, bem como animais de pelagem negra, mas que apresentavam
todos os demais requisitos fenotipicos da raca (Figura 2.1) do Nucleo de Melhoramento
Geneético Participativo de ovinos da raca Morada Nova e amostras DNA de pertencentes
ao Banco de Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Tabela
2.1).

Figura 2. 1 Ovinos Morada Nova. (a) variedade vermelha; (b) variedade negra; (c)
variedade branca. Fotos: cedidas por Débora Andrea Evangelista Faganha.
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Tabela 2. 1 Amostras coletadas em diferentes fazendas, Estado e variedade

de pelagem.
Fazenda Localidade/Estado Total Selecionados
Variedade Negra
A Rio Grande do Norte 14 8
B Rio Grande do Norte 7 5
C Ceara 2 2
D Paraiba 8 5
SubTotal 31 20
Variedade Vermelha
E Ceara 48 4
F Ceara 30 4
G Ceara 40 5
H Ceara 40 5
C Ceara 41 3
SubTotal 199 21
Variedade Branca

I Ceara 13 7
J Ceara 8 6
D Paraiba 20 7
SubTotal 41 20
Total 271 61

Foram selecionadas 61 amostras, sendo 20 animais do grupo
genético negro, 20 da variedade branca e 21 da variedade vermelha. O principal critério
de amostragem considerado foi a tentativa de usar um namero similar de animais entre
0s grupos. Dentro de cada grupo os critérios adotados foram o nimero total de fazendas
e também a quantidade e qualidade do DNA.

2.2 Coleta, processamento e Armazenamento

O sangue foi coletado por meio de puncéo venosa na jugular
de cada animal e armazenado em tubos contendo EDTA. As amostras foram
acondicionadas sob refrigeracdo até o processamento para separacdo de linfocitos. O
processo de separacdo e armazenamento consistiu em centrifugar a 3000 rpm/10
minutos e em seguida foi removido plasma sanguineo. Posteriormente, adicionou-se
soro fisioldgico nos tubos com as amostras e centrifugou-se a 3000 rpm /10 minutos.

Esse procedimento foi repetido por trés vezes, em seguida, a camada de linfécitos foi
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removida com uma pipeta de Pasteur e depositada em microtubos de 1,5 ml. Os tubos

foram identificados e acondicionados em freezer a -20°C até a extragcdo de DNA.

2.3 Extracao e Quantificacdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de linfocitos por meio do
protocolo inorganico modificado (Miller et al., 1988). Ap6s a extracdo, as amostras
foram quantificadas por espectrofotometria (Nanodrop ND1000®) com a finalidade de
verificar a quantidade e a qualidade do DNA. O material foi estocado a -20°C até o

momento de sua diluicdo e envio para genotipagem.

2.4 Genotipagem

Aliguotas de aproximadamente 300ng de cada amostra foram
desidratadas em temperatura ambiente e encaminhas em placas de 96 pocos para a
genotipagem. Foram genotipadas 64 amostras utilizando o OvineSNP50 BeadChip que
contém 54.241 sondas uniformemente espalhadas que identificam os marcadores SNPs.
Esse Chip tem uma cobertura uniforme do genoma com uma estimativa média de um
marcador a cada 46 kb (lllumina Inc., San Diego, Califérnia). A genotipagem foi
realizada pela Empresa Neogen GenSeek (Nebrasca EUA) e os gendétipos foram
analisados no Laboratorio de Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia, DF.

2.5 Controles de Qualidade da Genotipagem

O controle de qualidade das amostras e gendtipos foi

realizado a partir do pacote SVS do Software Golden Helix.
Controle de qualidade das amostras: As amostras foram filtradas por até trés valores de

eficiéncia de genotipagem (Call rate), de forma que foram removidas amostras com

valores de call rate menores que 70%, 80% e 90%. Adicionalmente, utilizou se a taxa
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global de heterozigosidade autossémica para identificar individuos com sub ou sobre
abundancia de SNPs heterozigotos nos cromossomos autossomicos. Para determinar os
outliers com sobre e sub-abundéncia de heterozigosidade, foram calculado as faixas de
1,5 interquartis (IQR).

Controle de qualidade dos SNPs: Foram removidos os SNPs sem posicdes definidas nos

cromossomos; 0s SNPs dos cromossomos sexuais devido ao pequeno nimero de SNPs
mapeado para esse cromossomo; marcadores monomorficos; SNPs com eficiéncia de
genotipagem (Call rate) < 90 %; SNPs com Frequéncia do alelo menor (MAF) < 0,
0001.

2.6 Andlise da Estrutura Populacional

O parentesco entre os individuos foi testado por meio de uma
analise IBD (ldentidade por descendéncia), ferramenta disponivel no software Golden
Helix(Golden Helix, Inc.). Na analise os individuos foram relacionados em pares e foi
testada a possibilidade de ocorréncia de animais idénticos ou com um grau de
semelhanga superior 50%. A planilha de relacionamento entre os individuos foi
utilizada para produzir um mapa de calor (Heatmap).

Para o teste de existéncia de diferenciacdo genética
significativa entre as variedades da raca Morada Nova foram utilizadas as estimativas de
Fst (indice de fixagdo). A estatistica utilizada pelo software Golden Helix(Golden Helix,
Inc.) para os calculos de Fst é baseada na estatistica de F descrita primeiramente por
Wright (1978). Esse considera que Fst < 0.05 indica pouca diferenciacdo genética,
enquanto que Fst > 0.25 corresponde a uma elevada diferenciacdo genética.

Na analise de PCA (analise dos componentes principais)
utilizou- se o programa "EIGENSTRAT" que implementa esta técnica (Price et al.,
2006)

2.7 Andlise de Associagdo Genbmica

Para a andlise de associa¢do gendmica utilizou-se um estudo

de caso-controle. O esquema de codificagdo “caso versus controle” os animais “caso”
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receberam codificagcdo binaria 1 ¢ os “controles” 0, de acordo com a associag¢ao dentre
diferentes pelagens. Utilizou-se 0 modelo dominante considerando as informacdes
genotipicas e fenotipicas. Foi aplicado ao modelo o teste estatistico de qui-quadrado
onde foi utilizado o ajuste de Bonferroni para correcdo de multiplos testes. E controle
genémico (CG) para a correcdo de possivel estratificacdo, considerando o fator de
inflacdo (Lambda), A.

Para as associacdes foram realizados 0s seguintes contrastes
de pelagens: 1) animais negros (casos) versus animais vermelhos + brancos (controles);
2) animais negros (casos) versus animais vermelhos (controles). Os resultados das
associacOes foram expressos no grafico de Manhattan plot.

Para a identificacdo das regides gendmicas e genes utilizou-
se a versdo Oar_v3. 1 do genoma ovino, disponivel no banco de dados gendmicos
Ensembl, através da ferramenta Genome Browse disponivel no software Golden Helix

(Golden Helix, Inc.), foi possivel a visualizacéo das associacdes em escala gendmica.

2.8 Sequenciamento de fragmentos do gene MC1R

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizando
0,5uM de primer, descritos por Vage et al., (1999), 1,0mM dNTP, 5,0mM MgCl,, 1U
de Taq DNA polimerase 3,0ng de DNA e tampao 1X (Tris-HCI, pH 8.4, 50mM KCl)
em um volume final de 20pL. Utilizou-se termociclador Veriti® Thermal Cycler - Life
Technologies. A amplifica¢do ocorreu a 95°C por 5 minutos, 36 ciclos de desnaturacédo
a 95°C por 1 minuto. Realizou se o anelamento dos primers em 1 minuto, a extensdo por
1 minuto e 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final dos produtos a 72°C por 4

minutos.
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

3.1.1 Controle de Qualidade

Foram enviadas para a genotipagem 61 amostras e apenas
trés foram descartadas. Das amostras que falharam duas eram de animais de variedade
vermelha (Fazenda G, Ceard) e uma da pelagem negra (Fazenda A, Rio Grande do
Norte). Para controle de qualidade das amostras (Tabela 2. 2), optou- se por eliminar
amostras call rate< 80%, pois entre as taxas de eficiéncia de genotipagem testadas
(70%, 80% e 90%), essa foi a que mais contribuiu para a menor eliminacdo de SNPs no
controle de qualidade dos marcadores, conciliado a menor eliminacdo de amostras e
melhor qualidade dos dados. Ap6s o corte dessas amostras a taxa de eficiéncia de
genotipagem (call rate) média foi de 98%.

Tabela 2. 2 Numeros de amostras excluidas pelo controle de qualidade das amostras para as
variedades de pelagem de ovinos da raga Morada Nova

Critérios Negros Brancos Vermelhos  Total
Total inicial de amostras 20 20 21 61
Falha de genotipagem 1 0 2 58
Eficiéncia de genotipagem (call rate) 0 7 2 49
Heterozigosidade nos autossomos 0 0 0 49
Amostras idénticas ou com parentesco > 50% 1 0 0 48
Total apos filtro 18 13 17 48

No controle de qualidade para marcadores foram eliminados

de analises posteriores todos os SNPs que tiveram foram dos critérios estabelecidos. Os



29

resultados desses controles estdo descritos na Tabela 2. 3. Apos a remocao desses SNPs

observou-se que a média de eficiéncia de genotipagem para SNPs foi de 98 %.

Tabela 2. 3 Numero de SNPs eliminados pelos os controles de qualidade dos marcadores

Critérios Numero de SNPs eliminados Total
Total inicial 54.241
SNPs sem posic¢es especificas 379 53.862
Cromossomos

SNPs do cromossomo X 1.449 52.413
Demais filtros (Call rate < 0,90; SNPs 6.431 46.663
monomorficos; MAF'< 0.0001)

Total de SNPs 8.259 45.982

'MAF: Frequéncia do alelo menor

3.1.2 Anélise da Estrutura Populacional

As andlises dos valores de IBD e componentes principais
permitiram identificar dois animais duplicados (Figura 2.2). Dessa forma, eliminou- se
uma das amostras duplicadas. Apos a eliminacdo dessa amostra realizou-se novamente a
analise para certifica-se da correta eliminacdo de amostras problematicas (Figura 2.2).

N&o identificaram animais com parentesco superior a 50% (Figura 2.3).
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Figura 2.2 Representacdo Dimensional da analise de componentes principais de trés
variedades de ovelhas da raca Morada Nova. (a) Anélises para a identificacdo de
amostras inconsistentes quanto a estratificacdo de populacdo. A amostra duplicada foi
identificada com circulo vermelho. (b) Analise de componentes principais apds a
remocdo de amostras inconsistentes quanto a estratificagdo de populacdo. MN_B=

variedade branca, MN_V= variedade vermelha, MN_N= variedade negra.
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Figura 2.3 Heatmap mostra a proporg¢do de alelos comuns entre os individuos. Nao foi
observados individuos com mais de 50% de alelos compartilhados.

O Fst para a diferenciacdo genética entre as pelagens branca e
vermelha foi de 11% enquanto que para as pelagens vermelha e negra foi de apenas 2%
(Tabela 2.5). Segundo Wright (1978), o Fst < 0.05 indica pouca diferenciacdo genética,
enguanto que Fst > 0.25 corresponde a uma elevada diferenciacdo genética e os valores
entre 0.05 e 0.25 apontam um processo de diferenciacdo. Portanto, observou-se um
processo de diferenciacdo entre a variedade branca e as demais pelagens, supondo a
formacdo de dois grupos distintos um formado por animais brancos e o outro formado

por animais negros e vermelhos.

Tabela 2.4 indice de fixag&o (Fst) entre as diferentes variedades de ovinos da raca
Morada Nova

Pelagem Branca Negra Vermelha
Branca 0 0.09 0.11
Negra 0.09 0 0.02
Vermelha

0.11 0.02 0
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3.1.3 Andlises de Associacdo Gendmica

Foram realizados dois estudos, o primeiro utilizou GWAS para
contrastar animais de pelagem negra (caso) versus o grupo de animais de pelagens
brancas e vermelha (controle), buscando encontrar possiveis regides gendmicas
responsaveis pela diferenciacdo entre as diferentes cores de pelagens. No segundo
estudo, foram associados os animais de pelagens negros e vermelhos, principalmente
em razéo do baixo valor de Fst encontrado entre essas duas pelagens.

O teste de associacdo entre 0s negros (caso, n=18) versus 0s animais
vermelhos e brancos (controle, n=30) (Figura 2. 4) elencou 10 SNPs com alto grau de
significancia (Tabela 2.6 e Figura 2.4).0s limiares para o valor-P foram estabelecidos
empiricamente com base na representacdo visual dos SNPs com maior destaque no
gréfico de Manhattan plot bem como a literatura descrita por Kijas et al. (2013) onde
foram selecionados os 10 SNPs mais significativos. O valor-P do décimo SNPs no
presente estudo foi de 1,06 x 10, Li et al.(2014) adotaram empiricamente o valor- P de
2,11 x 10", Portanto, optamos por escolher os 10 SNPs mais significativos (valor-P <
1,04 e-006. A maioria dos SNPs associados com a variacdo da cor de pelagem entre
animais negros versus vermelhos e brancos estdo compreendidos em uma janela de

6.8Mb do cromossomo 14.
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Figura 2. 4 Manhattan plot para estudo de associacdo entre as pelagem negro versus
animais vermelho e branco, considerando estudo de caso/controle, respectivamente. Os
SNPs foram distribuidos ao longo de cada cromossomo em diferentes cores. Para
corrigir possivel estruturacdo de populacdo o P- valor foi ajustado para o método de
controle gendmico implementado do software Golden Helix (Golden Helix, inc.). O
maior numero de SNPs significativos foi plotado no cromossomo 14, sendo o SNP
$26449.1 o mais significativo para essa anélise.



Tabela 2.5 Estudo de associagcdo gendmica para cor de pelagem negra (caso) versus pelagem branca e vermelha (controle) em ovinos Morada
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nova
Marcadores Cromossomos Posices®  P- Valor Menor MAF Qenes Distancia do Caracteristicas Relacionadas
Alelo Proximos SNP
$26449.1 14 14396052 2,16e A 0.37 MCIR 163.5 kb
$50332.1 14 13311886 2,54e° T 0.27 MC1R 919.4 kb
OAR14 14650208.1 14 14650208  2,75e° T 046  MCIR 418.7 kb Pigmentacdo (Kijas, et al.,
2013); (Vage et al., 1999).

<19056.1 14 12234787 1,746 G 027 MCIR 2 Mb ) (Vage eta )
$56356.1 14 12018702 3,71e™® G 0.25 MC1R 2,2 Mb

008 Participa da miogénese (Laziz,
OARL0_55049918.1 10 55949918  7,58e A 020 SPRY-2  127.6kb etal., 2007)

007 Melanoma (Bosserhoff et al.,
<11567 1 14 9137865  4,20e C 0.21  CDH13 Intron 3 2014)
OAR3_56021384.1 3 56021384 4,96e°” C 0.26 - - -

-007 Pigmentacao (Kijas, et al.,
OAR14_ 159683611 14 15968361  7,04e G 046  MCIR 1.7 Mb 2013)
OAR7_82985623.1 7 82985623  1,04e° T 0.33  YLPM1 Intron 20 Apoptose (NUfiez et al., 2015)

Foram indicados os 10 SNPs mais significativos para a analise associacdo entre a pigmentacdo de pelagem negra versus pelagens ndo- negra
(vermelha e branca) em seus respectivos cromossomos e suas posi¢cdes em pares de base. A frequéncia do menor alelo foi dada para a
populacdo. O valor do qui-quadrado correspondente ao teste de associacdo foi fornecido em P-valor e -log10 (p-valor) na figura 2.4. Seguidos
dos genes que estiveram nas proximidades desses SNPs, sua distancia e as caracteristicas relacionadas com esses genes. * Frequéncia do alelo

menor
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O segundo estudo realizado verificou a variacdo de pelagem entre
0s animais negros e vermelhos, estudo de caso versus controle, respectivamente. Dessa forma,
a andlise foi composta por 18 casos e 17 controles. Os resultados dessa associacdo
identificaram 10 SNPs significativos com um limiar do valor P de 6,39 ¢ (Figura 2.5 e
Tabela 2.6).

Logis ( P- Valor)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1920212223242526
Cromossomos

Figura 2.5 Manhattan plot para estudo de associagéo entre as pelagens negro versus animais
vermelho, considerando estudo de caso/controle, respectivamente. Os SNPs foram
distribuidos ao longo de cada cromossomo em diferentes cores. Para corrigir possivel
estruturacdo de populacdo o P- valor foi ajustado para o método de controle gendmico
implementado do software Golden Helix ( Golden Helix, inc.). O maior nimero de SNPs
mais significativos foi plotado no cromossomo 14, sendo 0 SNP s26449.1 para essa analise.

A maioria dos SNPs associados com a variacdo da cor de pelagem
entre animais negros versus vermelhos estdo compreendidos em uma janela de 4.0 Mb do
cromossomo 14. Dentro dessa regido encontra-se o gene MC1R, abrangendo uma janela de
1.18 kb da posicdo (14231363bp a 14232541bp), portanto, a maiorias dos SNPs significativos
margearam esse gene, que tem sido altamente relacionado a pelagem negra dominante em
ovinos e em outros mamiferos.

Para as duas analises 0 SNPs o mais significativo foi 0 $s26449. 1.
Este esta localizado na posicdo 14396052 bp no cromossomo 14. Esse SNP foi apontado por
Kijas et al. (2013) como o SNP mais significativo em estudo de associagdo ampla do genoma
para a diferenciacdo entre pelagens negros e ndo negra em ovinos da raca Manchega. Os
resultados encontrados por eles foram utilizados para confirmar a confiabilidade dos GWAS
para caracteristicas que tem carater dominante, utilizando um pequeno ndmero de amostras,
considerado que eles ja conheciam 0s gendtipos dos animais utilizados. Nesse estudo eles

conseguiram encontrar apenas dois SNPs significativos no cromossomo 14. Ao contrario do
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observado nesse estudo, onde observou se (tabela 2.5 e tabela 2.6) que 70% dos SNPs
significativos foram encontrados no cromossomo 14 para as duas analises. Portanto, parece
qgue os mecanismos que regulacdo a diferenciacdo de pelagem em ovinos da raca Morada
Nova tém um comportamento semelhante ao encontrado em outras racas de ovinos que

apresentam um carater dominante para a pelagem negra.
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Tabela 2.6 Estudo de associagédo gendmica para cor de pelagem negra (caso) versus pelagens vermelha (controle) em ovinos Morada nova

Marcadores Cromossomos  Posicdes
$26449.1 14 14396052
§72056.1 14 12234787
OAR14_14650208.1 14 14650208
$15466.1 13 23798486
s50332.1 14 13311886
OAR14 15813627.1 14 15813627
s47682.1 14 11817134
$56356.1 14 12018702
OAR7_82644472.1 7 82644472
OAR7_82590299.1 7 82590299

P- Valor

3130 e -009

2,30 %8

2,30 %8

6,47 %

1,32 97

1,32 %7

2,68 e
3,15E %7
3,63 %

6,39 %

Menor
Alelo

>OoOOro-H4H-4H4-40 >

MAF !

0.48
0.34
0.41
0.25
0.37
0.41
0.36
0.33
0.34
0.37

Genes
Préximos
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R

Distancia
do SNP
163.5kb  Pigmentacdo (Kijas, et al.,
2 Mb 2013); (Vage et al., 1999);
418.7kb  Pigmentacéo (Li et al., 2014)

Caracteristicas Relacionadas

919.4 kb

1,6 Mb Pigmentacdo (Kijas, et al.,
2.4 Mb 2013); (Vage et al., 1999);
2.2 Mb Pigmentacdo (Li et al., 2014)

Foram indicados os 10 SNPs mais significativos para a analise associacdo entre a pigmentacdo de pelagem negra versus pelagens néo-
negra (vermelha e branca) em seus respectivos cromossomos e suas posi¢oes em pares de base. A frequéncia do menor alelo foi dada para
a populacdo. O valor do qui-quadrado correspondente ao teste de associacdo foi fornecido em P-valor e -log10 (p-valor) na figura 2.5.
Seguidos dos genes que estiveram nas proximidades desses SNPs, sua distancia e as caracteristicas relacionadas com esses genes.

'Frequéncia do alelo menor.
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3.1.4 Sequenciamento de fragmentos de MC1R

Determinou-se a sequéncia de codificacdo de um fragmento de 954pb do gene MC1R
para todos os animais utilizados no GWAS. Confirma- se a identidade da sequéncia
BLAST utilizando (GenBank n. de acesso Y13965). Observou-se que todos os animais
de pelagem vermelha e branca apresentaram o alelo de tipo selvagem para as posic¢éo 73
(M73K) e posicdo 121 (D121N), expressando genotipo (E+). Enquanto que os animais
negros apresentaram cinco diferentes gendtipos, ao contrario, dos animais de pelagem
vermelha e branca, estes apresentaram mutacdo em pelo mesmo uma posic¢ao, ou seja,
uma mutacdo de substituicdo Met - > Lys na posi¢do 73 (M73K) e uma Asp -> Asn na
posicdo 121 (D121N). Portanto, fez-se necessario apenas uma copia do alelo ED para
gue os animais apresentassem o fenotipo negro ,confirmando a atuacdo do gene MC1R

na expressdo de fenotipos negros na raca Morada Nova.

Tabela 2.7 Distribuicéo e frequéncia dos alelos recessivo (E+) e dominante (ED) do
gene MC1R

Fendtipo Gendtipo Posicdo 218  Posicdo 429 Frequéncia (%)
Vermelho E+E+ T C 100
Branco E+E+ T C 100
ED ED A T 40
ED/E+ ED w T 40
Negro E+ED T T 6,7
ED/ E+ ED/ E+ W Y 6,7
E+ ED/ E+ T Y 6,7
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3.2 DISCUSSAO

As medidas de controle de qualidade adotadas na Tabela 2.3
visam a maior integridade dos dados que serdo utilizados nos estudos de associacéo e
assim diminuir as chances de associagdes falso-positivas. Essas estdo diretamente
ligadas a qualidade do DNA que pode ser afetados por muitos fatores, entre eles, o
tempo de armazenamento do DNA, o método de extracdo, o tipo de material bioldgico,
além de reagentes e ferramentas utilizadas da genotipagem (Laurie et al., 2010). Os
parametros utilizados nesse estudo para a eliminagdo de amostras e SNPs estdo de
acordo com dados da literatura (Ren et al., 2011; Zhang et al., 2013).

Na primeira andlise de associacdo realizada contrastou a
variedade negra versus ndo- negra (vermelhos e brancos), visando identificar fatores
genéticos que atuam para a diferenciacdo fenotipica nessa raca. ldentificou-se uma
regido no cromossomo 14 com 7 SNPs (526449.1; s50332.1; OAR14 _14650208.1;
§72056. 1; s56356.1; s11567; OAR_15968361.1) dos 10 SNPs mais significativos nessa
analise, ambos relativamente proximos ao gene MCI1R. Varios estudos tém sido
realizados para investigar os padrdes de variacdo na cor de pelagem de ovinos de racgas
comerciais e tipos selvagens, todos esses estudos tém apontado 0 MC1R como um dos
genes responsavel pelos feno6tipos negros em ovinos, principalmente quando cor negra
parece ter padrdo de heranca dominante (Vage et. al., 1999; Deng et al., 2009; Fontanesi
et al., 2010).

Esse gene foi bem caracterizado como responsavel pela
producdo de melanina e diferenciagdo entre os pigmentos eumelanicos e feomelanicos
em mamiferos, pigmentos estes que sdo responsaveis pelas distin¢des entre as pelagens
negras e marrons das pelagens amarelas e vermelhas (Grantten et al., 2012). Portanto,
considerando os resultados encontrados nos GWAS e sequenciamento de fragmentos do

MCI1R, aponta-se esse gene como um possivel responsavel pela expressdo de fenotipos
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negros em ovinos da raca Morada Nova. Estudos tém relatado que a regido codificadora
do MCI1R ¢ altamente conservada em varias espécies de mamiferos (Yang et al., 2013;
Deng et al., 2009), além disso, os resultados obtidos concordam com resultados de Vage
et. al. (1999) onde caracterizam o alelo dominante do gene MC1R como responsavel
pela cor de pelagem negra em ovinos da raca Dala noruegués.

Considerando os resultados desse estudo e os conhecimentos
relacionados em outros estudos para esta caracteristica, infere-se que, como ocorre em
outras racas de ovinos, para a raca Morada Nova o MC1R seja o principal responsavel
pelo fenotipo negro e suas variacbes (vermelho, marrom, etc). Dessa forma, as
diferencas entre as cores de pelagem negra e vermelha séo resultado da expressao de
diferentes alelos de um mesmo gene. Essas duas variedades ndo apresentam variagdo
genética ao ponto de serem destacados em grupos diferentes.

Essa variacdo entre as pelagens negras e vermelhas é
encontrada em outras racas de ovinos e bovinos e essas sdo entendidas pelas associagoes
de registro genealdgico como variagdo fenotipica dentro da raga. Como é o caso dos
bovinos Aberdeen Angus. A Associacdo Brasileira de Angus, bem como Associacado
Nacional de Criadores “Herd- Book Collares” reconhece para fins de registro
genealdgico as duas variedades da raca, a variedade vermelha e a negra, embora, a
variedade vermelha tenha sido popularizada como Red Angus. Os ovinos da raca
Manchega apresentam um rebanho com 90% de animais brancos e 0s outros 10% é
constituido de animais negros, esses sdo aceitos como uma variedade da racga. Portanto,
sdo apenas variacdes entre os diferentes tipos de pigmentos melanicos e que nao tem
diferenciacéo do ponto de vista produtivo (Kijas et al., 2013).

Os descartes de animais negros tém reduzido a variabilidade
genética da raca Morada Nova, esses animais poderiam esta agregando um numero
maior de alelos ao pool génico disponiveis para a selecdo de caracteristicas produtivas e
reprodutivas para a raca. E futuramente, esses animais poderiam ser provados quanto a
eficiéncia produtiva e reprodutiva, o que ndo tem sido possivel devido aos descartes por
desclassificacdo para registro genealdgico.

A inclusdo desses animais no programa de conservagédo e
melhoramento genéticos, bem como o reconhecimento dessa variedade pelas
associagOes de criadores contribuiria para a maior disponibilidade de animais para
selecdo de caracteristicas produtivas e aumento na variabilidade genética do rebanho,

considerando que nascem entre 4,97% (Muniz et al., 2012) de animais negros nos
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rebanhos do Nducleo de Conservacdo da raca. Esse numero a mais de animais
disponiveis nos rebanhos possibilitaria 0 uso de uma maior pressdo de sele¢do para
caracteristicas produtivas e reprodutivas.
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4. CONCLUSOES

O gene MCI1R parece ser o principal gene no processo de
diferenciacdo de pelagem entre as variedades vermelha e negra em ovinos da raca
Morada Nova. Esse estudo permitiu conhecer um pouco mais da variacdo da cor de
pelagem em ovinos dessa raca, além de contribuir para o maior esclarecimento dos
padrdes de variacao de pigmentacdo em ovinos em geral.

Dificilmente sera atendido plenamente o padrdo racial
estabelecidos para a pigmentacdo de pelos e pele para a raga, considerando que essa
caracteristica apresenta fatores genéticos favoraveis a expressdes fenotipicas contrarias
as priorizadas no padrdo racial.

Os resultados encontrados nesse estudo acrescem argumentos
para a discussdo, do qudo é importante a conciliacdo entre conservacdo, padrfes raciais
e melhoramento genético. E assim, fazer uma reavaliacdo dos padrBes raciais
estabelecidos para a raca Morada Nova para que se permita a utilizacdo de selecéo para

caracteristicas com peso econémico e ndo apenas caracteristicas raciais.
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1. CONCLUSOES E DIRECIONAMENTO FUTUROS

As novas tecnologias de genotipagem de marcadores SNPs a
partir de microarranjos permitiram um grande avanc¢o nos estudos de associacdo ampla
do genoma (GWAS) e, consequentemente, contribuiram para o aumento da
compreensdo da relacdo entre o genoma de ovinos e seus fenétipos. As varias
metodologias desenvolvidas para lidar com o enorme volume de dados genotipicos
foram eficientes na identificacdo de SNP em regides do genoma que desempenham
papel no processo de determinacdo da coloracdo de pelagem em ovinos da raca Morada
Nova.

Os resultados encontrados nesse estudo acrescem argumentos
para a discussdo, do quéo é importante a conciliacdo entre conservacdo, padrdes raciais
e melhoramento genético. Até que ponto esses padrGes podem ser estabelecidos para
raca historicamente recentes, principalmente, para racas que surgiram sem a
interferéncia direta do homem na sua formacéao e para as quais pouco se sabe do ponto
de vista genético. E a partir disso, avaliar o quanto essas questdes implicam na
utilizacdo desses animais e restringem a maior representatividade dessas ragas no
cenario da ovinocultura. Tem em vista, atual situacdo do rebanho de ovinos da raca
Morada Nova, que apesar de sua importancia, vem sofrendo estagnacdo do ponto de
vista produtivo, devido as divergéncias entre padrdes raciais. Padrbes esses que devem
ser reavaliados frente, aos resultados conseguidos nesse e outros estudos que constaram
a ndo diferenciacdo de grupos entre as variedades vermelha e negra, portanto, a
variedade negra é um subgrupo dentro da variedade vermelha que devera ser inclusa no
programa de melhoramento genético da racga, contribuindo para o aumento da
variabilidade genética e disponibilidade de animais para a sele¢do de caracteristicas

produtivas e reprodutivas.
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O gene MCI1R parece ser o principal gene no processo de
diferenciacdo de pelagem entre as variedades vermelha e negra em ovinos da raca
Morada Nova. Esse estudo permitiu conhecer um pouco mais da variacdo da cor de
pelagem em ovinos dessa raca, além de contribuir para o maior esclarecimento dos
padrdes de variacdo de pigmentacdo em ovinos em geral. Abriram-se novos horizontes

para investigagdes mais refinadas.
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