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1. INTRODUCAO GERAL

Os equideos tem papel relevante no desenvolvimento da civilizacdo, uma vez que,
serviram ao homem para diversas fungdes como fonte de alimento, forca de trabalho,
matéria prima e transporte.

Estudos paleontoldgicos indicam que o ancestral dos equideos modernos teve
origem no continente americano e se espalhou pelo mundo a milhares de anos
(MacFadden, 2013; Cerdefio, 2017; Heintzman et al., 2017). Estudos como esses
permitiram tracar a evolugdo dos equideos desde animais com cerca de 30cm e presenca
de quatro dedos até os animais com a conformacdo moderna.

Desde a domesticacdo, os equideos passaram por intensa selecdo fenotipica o que
possibilitou o surgimento de diversas ragcas com diferentes aptidées. No entanto, com os
crescentes avancos tecnoldgicos houve a substituicdo dos equideos principalmente nas
funcBes de transporte e tracdo, causando diminuicao do tamanho populacional de diversas
racas. Essa reducdo no tamanho populacional intensifica a ocorréncia de acasalamentos
endogamicos, 0 que pode causar consequéncias negativas para sua producdo e
conservacao devido ao declinio da variabilidade genética (De Andrade Salles et al., 2013;
Todd et al., 2018; Dini et al., 2020).

A manutencdo da variabilidade genética é premissa béasica para que haja eficiéncia
na implementacdo de programas de melhoramento genético animal. Assim, é
imprescindivel a utilizagdo de ferramentas que possibilitem o monitoramento da
diversidade genética dentro e entre as populaces.

O crossing over € um processo de recombina¢do no qual ha a quebra em
determinados pontos da sequéncia de DNA e o rearranjo dos fragmentos durante a
meiose, promovendo assim aumento da variabilidade genética. A proteina PRDMO,
através da estrutura denominada zinc fingers (ZF), se liga em determinados locais do
DNA incitando a quebra e a recombinacdo da sequéncia. Nos equinos, o dominio ZF é
formado por um arranjo sequencial de 28 aminoacidos, e uma Unica alteracdo na
sequéncia determina uma nova variante com diferentes pontos de ligagdo no DNA
(Steiner & Ryder, 2013).

Por meio do estudo da codificacdo da proteina PRDM9 pode ser possivel
determinar padrdes de dissimilaridade genética entre grupos e, quando necessario, sugerir

métodos para corrigir problemas ligados a baixa variabilidade genética.



O objetivo do melhoramento genético é a melhoria das caracteristicas de interesse,
e esse resultado é obtido nas progénies em relacdo aos pais, geracdo apds geracdo
mantendo adicionalmente a homogeneidade fenotipica, de acordo com o sistema de
producao.

Na espécie equina, assim como em outras espécies de interesse zootécnico, a
homogeneidade fenotipica diz respeito, entre outras caracteristicas, ao padrdo de
conformagdo racial. Na espécie, as caracteristicas morfométricas sdo muito utilizadas
para critérios de registro. Além disso, a morfometria assume grande importancia pois
estd diretamente relacionada a dindmica de locomocao do animal (Holmstrom e Back,
2013).

A raca Campolina registra a medida de 15 -caracteristicas corporais
(morfométricas). A mensuracdo € uma técnica relativamente simples, que possibilita a
obtencdo de um grande volume de informacdes, permitindo estimar os parametros
genéticos que podem auxiliar os criadores na selegdo dos animais (Costa et al., 2016;
Souza et al., 2019). Entretanto, essas caracteristicas sdo altamente correlacionadas
(Jungueira et al., 2021), o que as fazem candidatas a serem estudadas em analises de
componentes principais (PCA). Esse método estatistico reduz o volume de dados através
do descarte de variaveis que apresentam baixa variabilidade ou redundantes (Meira et al.,
2013; Solar Diaz et al., 2021).

Adicionalmente, a realizacdo de GWAS associada a um indice composto por PCA
pode possibilitar a descoberta de regides relacionadas a um conjunto de caracteristicas
relevantes para a espécie equina. Além disso, estudos deste tipo propiciam melhor
conhecimento sobre a expressdo biolégica de caracteristicas quando avaliadas pela
proporcdo conjunta da variancia genética aditiva (Mudadu et al., 2016; Vargas et al.,
2018; Zhou et al., 2019).

2. REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1. Os Equinos

O cavalo como conhecemos atualmente evoluiu de animais com habitos e estrutura
corporal muito deferentes das observadas nos individuos modernos. Isto gragcas a um
processo evolutivo de aproximadamente 55 milhdes de anos Caballus (cavalo doméstico)
(Heintzman et al., 2017).



Ao se espalhar em diferentes habitats 0s equinos passaram por processo de selecao e
desenvolveram adaptacGes e caracteristicas que permitiram sua sobrevivéncia e o
surgimento de diferentes racas - grupos de individuos de uma mesma espécie que
compartilham caracteristicas semelhantes que sdo transmitidas aos seus descendentes e
que os tornam diferentes de outros grupos (Heintzman et al., 2017).

Apesar de apresentarem diferencas morfoldgicas, as ragas pertencentes a espécie
Equus caballus, ou simplesmente equinos, compartilham o mesmo cariétipo (2n=64),
portanto o cruzamento entre elas gera descendentes viaveis e férteis.

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos evolutivos envolvidos na formacao das
espécies e 0S processos que as resguardam como organismos distintos. E sabido que
existem algumas barreiras reprodutivas que mantém a integridade das espécies, uma delas
¢ a esterilidade hibrida, uma barreira reprodutiva p0s-zigética gerada por
incompatibilidades genéticas em populacdes divergentes (Islam et al., 2013; Steiner &
Ryder, 2013).

Esta incompatibilidade genética pode estar relacionada ao gene PRDM9 uma vez
que este gene codifica uma histona metiltransferase que esta diretamente envolvida na
gametogénese (Oliver, et al. 2009; Mukaj et al., 2020; Forejt et al., 2021). A literatura
ressalta ainda que outro fator importante ligado ao gene PRDM9 é o seu potencial de
aumentar a variabilidade genética nas populagdes (Schwartz et al., 2014; Grey et al.,
2018).

2.2. Importancia Da Variabilidade Genética

Os organismos apresentam diferentes composi¢cdes em suas sequéncias do DNA,
essas diferencas também definidas como variabilidade genética, podem causa variacdes
no fendtipo dos animais. A manutencdo da variabilidade genética € de extrema
importancia principalmente do ponto de vista evolutivo, pois é a ocorréncia de diferentes
alelos, e suas consequentes variagfes na expressdo fenotipica, que possibilitam a
adaptacédo dos animais as mudancas ambientais (Ortiz-Barrientoset al., 2016; Hecht et al.,
2020).

A manutencdo da variabilidade genética é premissa basica para a obtencéo de ganho
genético com a implementacdo de programas de melhoramento genético animal, e a
reducdo da variabilidade pode levar a prejuizos produtivos e reprodutivos.

Os principais fatores que causam reducéo na variabilidade genética sdo os pequenos

numeros de individuos aptos a reproducao que compdem as populacdes e os acasalamento
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consanguineos ou endogamia. Esse tipo de acasalamento foi utilizado para formacéao da
maioria das racas equinas com a finalidade de fixar caracteristicas de interesse, sem se
preocupar com ocorréncia de homozigose de alelos deletérios (Al Abri et al., 2017; Todd
et al., 2018; Dini et al., 2020).

Estudos relatam preocupacdo com relacdo a diversidade genética e as taxas de
endogamia em Equideos. Marchiori et al. (2019), ao analisarem a raca Quarto de Milha
dividida em duas linhagens (corrida e trabalho) observaram que a linhagem corrida
apresentou pequeno tamanho efetivo de populacdo indicando a necessidade do
monitoramento da variabilidade genética e controle da endogamia na raca. Para Assis et
al. (2018), houve aumento do coeficiente de endogamia entre os anos de 1962 a 2000 na
ragca Mangalarga Marchador, e isto pode estar associado ao acasalamento entre animais
aparentados para a fixacdo de caracteristicas desejaveis na raca. Alves et al. (2021)
relataram baixa diversidade genética em populacGes das racas Lavradeiro e Piquira. Os
autores sugerem que os acasalamentos sejam dirigidos para aumentar a variabilidade
genética.

E fundamental avaliar a variabilidade genética e a estrutura populacional, s6 ento
¢ possivel a implementacdo de programas de selecdo eficazes e com melhor
direcionamento dos acasalamentos (Hossein-Zadeh, 2016).

Em termos genéticos, o crossing-over é uma forma de recombinacgdo génica que
aumenta a variabilidade genética, isto por que ao promover a troca de partes dos
cromossomos homdlogos durante a meiose ocorre o rearranjo dos genes presentes. Assim,
os descendentes podem receber cromossomos com alelos de genes diferentes dos
existentes nos pais. No entanto, a ocorréncia de crossing-over ao longo dos cromossomos
ndo € regular, mas concentrada em fragmentos relativamente pequenos do DNA,
denominados hotspots de recombinacdo (Mézard et al., 2015).

Segundo a literatura a PRDM9, uma proteina da familia PRDM atuante na meiose,
é responsavel por determinar os hotposts em mamiferos, apresentando assim potencial de
aumentar a variabilidade genética nas espécies (Hochwagen e Marais, 2010; Myers et
al. 2010).

2.3. O Gene PRDM9
O grupo de proteinas PRDM é caracterizado por se apresentar de distintas formas

moleculares, diferindo basicamente pela quantidade de dominios de zinco (ZF) presentes



em sua estrutura. Essas proteinas desempenham um papel essencial na traducdo de sinais
que controlam a proliferacéo e diferenciacédo celular (Di Zazzo et al., 2013).

O PRDM9 foi identificado como o primeiro gene de especiacdo conferindo
isolamento reprodutivo em vertebrados (Myers et al. 2010). A proteina codificada por
esse gene contém os dominios KRAB e SET, que sdo altamente conservados entre
metazoarios, seguido por um conjunto de dominios de zinco, do inglés zinc fingers (ZF),
formados por aminoacidos, e uma Unica alteragdo de aminoacidos nos dominios ZF pode
formar uma nova variante de PRDM9 (Di Zazzo et al., 2013).

O dominio KRAB, geralmente encontrado em proteinas de ligacéo, nas proteinas
do grupo PRDM esté presente apenas na PRDM7 e na PRDMOY, e seu truncamento por
outras proteinas leva a perda da funcdo da proteina PRDM9 e a alteracdo da profase
meiotica e da gametogénese (Imai et al., 2017). O dominio SET, por sua vez, possui
atividade da trimetiltransferase catalisando o0 H3K4me3. O H3K4me3 induz a quebra
do DNA (Hochwagen e Marais, 2010; Wu et al., 2013).

Os dominios ZF, séo estruturas funcionais que apresentam entre 28 e 30 residuos
de aminoacidos e sua estabilidade estrutural é determinada pela ligacdo de pelo menos
um atomo de zinco. Nas proteinas do grupo PRDM, essa estrutura pode se apresentar
em diferentes arranjos modulares, caracterizando as variagdes nas proteinas desse grupo.
Na PRDMOY, cada ZF se liga a trés bases nitrogenadas da sequéncia do DNA atraindo as
moléculas que promovem a recombinacao (Baker et al., 2015).

Segundo Gonen et al. (2017), modificacbes nos dominios ZF no gene PRDM9
podem aumentar o ganho genético em espécies de producdo, ja que paralogos desse gene
foram identificados, o que aumenta a variabilidade na localizagdo e nimero de hotspots
de recombinacdo. Estudos constatam rapida evolucdo e selecdo do gene PRDM9 em
varios organismos incluindo humanos, ratos, bovinos e peixes (Oliver et al., 2009;
Ponting, 2011; Ahlawat et al., 2017). A recombinacdo homologa contribui para o
enriquecimento da diversidade genética, a exclusdo de alelos deletérios e a adequada
segregacdo de cromatides durante a meiose (Coop e Przeworski, 2007).

O envolvimento do PRDM9 na recombinagdo genética atraiu muita atencéo e fez
desse gene um foco de intensos estudos nos ultimos anos. Varios alelos de PRDM9 foram
descritos em camundongos (Buard et al., 2014; Kono et al., 2014), chimpanzeés (Auton et
al., 2012; Groeneveld et al., 2012), e humanos (Berg et al., 2010; Myers et al., 2010).

Ahlawat et al. (2016) ressaltam a notavel diversidade encontrada nos arranjos de

dominios de ZF em pequenos ruminantes, e observaram a ocorréncia de 36 alelos
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diferentes deste gene para caprinos e 26 alelos para ovinos, sugerem ainda que o PRDM9
provavelmente ativa hotspots de recombinacdo diferentes nas espécies analisadas,
apresentando variabilidade substancial, ndo apenas entre espécies, mas também dentro
das espécies. Em estudo semelhante analisando o gene PRDM9 em bovinos, bubalinos,
mithun e iaques, Ahlawat et al. (2017) encontraram vasta diversidade de arranjos de ZF
que resultaram em 41 alelos do gene PRDM9 exclusivos nessas espécies, 0s autores
destacam ainda a importancia deste gene como promotor de aumento na variabilidade
genética. Os trabalhos citados demonstraram os alelos mais comuns para cada espécie e
quais as ragas que apresentam a menor variabilidade para este locus, permitindo aliar as
informacdes obtidas a estratégias de melhoramento e conservacao dos diferentes grupos
genéticos.

Steiner e Ryder (2013) analisaram o gene PRDM9 em espécies do género Equus, e
descreveram uma sequéncia de oito dominios ZF na regido terminal do gene
(DKKDIKB), sendo este o unico alelo descrito para a espécie equina. Assim,
modificaces nas sequéncias desses dominios de zinco, que resultam na formacdo de
alelos distintos, produzem diferentes hotspot de recombinacdo ao longo da sequéncia do
DNA e aumentam a variabilidade genética da populacéo.

A variabilidade genética é de suma importancia para 0s programas de
melhoramento genético, pois sua ocorréncia é considerada premissa béasica para a

obtencdo de efetivo ganho genético através da selecdo

2.4. Estimacao de Parametros Genéticos Utilizando Componentes Principais

A correta e acurada estimacdo dos parametros genéticos é fundamental para o
sucesso de um programa de melhoramento genético. O objetivo entdo € predizer os
valores de forma com que esses estejam 0s mais proximos possiveis dos verdadeiros
valores presentes na populacéo, e para isso se utilizam as evidéncias. As evidéncias nesse
caso sdo os fendtipos, ou melhor, o desempenho dos animais.

Usualmente, as tradicionais avaliacBes genéticas se utilizam de informacGes do
desempenho do proprio individuo, dos seus parentes e de pedigree para estimar 0 mérito
genético dos animais e nesse contexto a dependéncia sobre o fenétipo faz com que tais
medidas devam ser corretamente obtidas. Em animais que sdo selecionados através de
avaliagdes visuais, como 0s equideos, as mensura¢cdes ganham maior importancia, uma

vez que a subjetividade aliada a selecéo visual pode levar a viés e a estimativas irreais.



Se a sele¢do atraves da avaliacdo visual for aliada a selecdo pelo mérito genético
dos animais, 0s ganhos serdo maiores e mais acurados. Assim, avaliar e estimar tais
mensuracles e métodos de avaliagdes € de suma importancia para 0 progresso genético
dos equideos.

A técnica de mensuracao das proporcdes corporais dos equideos € um dos métodos
mais antigos utilizados para a sele¢do dos animais. Atualmente mais de 15 caracteristicas
corporais sdo mensuradas nos equideos e utilizadas pelas associa¢fes de criadores para
definir o padrdo racial, e para estudos relacionados a morfologia e aptiddo de cada
linhagem. Essa é uma técnica relativamente simples pois os marcos de referéncia para
mensuracles sdo determinados por locais de facil observacdo, geralmente proximos a
extremidades dsseas (Santiago et al., 2013).

As mensuragdes corporais permitem calcular as propor¢oes entre as partes do corpo
do cavalo e assim determinam a sua funcionalidade. Além disso, possibilita analisar a
morfologia corporal, caracteristica essencial para compreender a dindmica da locomogéo
em equideos. Permite ainda estimar parametros genéticos para melhor direcionamento da
selecdo dos animais (Barbosa, 1993; Costa et al., 1997; Pinto et al., 2005).

Algumas caracteristicas como as morfométricas, que estdo relacionadas a
conformacao estrutural do copo dos equideos sofrem menos influéncia do ambiente e por
tanto, apesar de possuirem alta herdabilidade, acabam apresentando baixa amplitude de
variacdo individual e alta correlacdo genética, tornando a utilizacdo de informacdes de
muitas caracteristicas redundante (Boligon et al., 2016; Bramante et al., 2016; Novotna
etal., 2017).

Nesse sentido, a utilizacdo de métodos estatisticos como a analise de componentes
principais (PCA), uma técnica de analise multivariada, facilita a interpretacdo de
fendmenos ao elaborar variaveis alternativas a partir das variancias e covariancias, atraves
de combinag0es lineares entre as variaveis originais.

A PCA é uma técnica que foi desenvolvida em 1901 por Karl Pearson, aperfeicoada
por Hotelling em 1933 e 1936, que busca transformar um conjunto de variaveis em outro
conjunto reduzido e de mesma dimensdo. No entanto, esta técnica s6 passou a ser
amplamente utilizada a partir do advento da computacdo (Hongyu et al., 2016).

A PCA é o método de analise multivariada que cria combinagdes lineares com
maxima variancia, formando componentes através de combinacdes lineares de variaveis
previamente selecionadas. Esses componentes seguem em uma ordem decrescente de

variancia, em que o0 primeiro componente representa a maxima variancia, o segundo
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componente apresenta a segunda maior variancia e assim sucessivamente (Price et al.,
2010; He et al., 2011). No entanto, os primeiros componentes devem apresentar 0 maximo
de informagOes em termos de variag&o total.

Barbosa (1993) observou por meio da PCA que sete componentes eram suficientes
para explicar 80% da variacdo total ao analisar 12 caracteristicas morfométricas em
cavalos Mangalarga Marchador. Ainda segundo o mesmo autor, a utilizacdo de anélise
de componentes principais associada a analises genéticas possibilitam melhor
compreensdo das variacOes existentes e permitem a definicdo de indices de selecdo
ajustados. Santos (2006) utilizou a técnica de PCA para avaliar medidas lineares de
machos e fémeas campedes da raga Campolina e observou que foram necessarios 5 e 4
componentes principais respectivamente, para explicar 80% da variagéo total.

Segundo Pinto et al. (2005), a PCA assume grande relevancia para estudos sobre
melhoramento e diversidade genética pois através dessa técnica é possivel converter um
conjunto de informagdes como altura e largura, em outro conjunto analogo passivel de
analises mais profundas e acuradas.

Adicionalmente, é possivel aplicar a PCA em matrizes de covariancia de valores
genéticos (EBVs) de cada caracteristica, assim 0s componentes obtidos permitem
observar contrastes entre as caracteristicas (Vargas et al., 2018). Os EBVs podem ser
utilizados como pseudo-fendtipos estimados para animais genotipados que ndo possuem
informacdes de fenotipos, tomando como base informacdes de desempenho dos pais,
irmados e progénies, levando em consideracdao a correcdo para fatores como ambiente,

manejo, estacdo de nascimento, entre outros (Morota et al., 2014).

2.5. GWAS em Equinos

Quando comparada a outras espécies de interesse zootécnico, as pesquisas sobre
gendmica aplicada a espécie equina ainda tém muito a desenvolver. Os estudos iniciais
abordando fermentas moleculares na espécie foram realizados com a raca Puro Sangue
Inglés (PSI) e geraram informac@es que auxiliam na selecdo de animais com desempenho
superior em praticas esportivas (Pereira et al., 2015).

A realizacdo desse tipo de estudo em ragas de equinos utilizadas em praticas
esportivas se da principalmente devido ao alto valor agregado aos animais. No entanto,
no Brasil mesmo para animais desta categoria 0s estudos sdo escassos. Na pratica o que
ocorre € a selecdo dos animais baseada em seu fendtipo, premiacGes, desempenho em

provas e genealogia (Regatieri e Mota, 2012).



De modo geral, a implementacdo de programas de melhoramento genético
eficientes para a espécie equina é complexa devido principalmente a baixa herdabilidade
das caracteristicas de desempenho e os valores de correlacdo genética entre as
caracteristicas mais desejadas, como velocidade e performance (h?> de 0,28 e 0,06
respectivamente; e correlacéo de 0,87) (Ricard e Touvais, 2007). No entanto, ferramentas
gendmicas surgem como alternativa viavel para o efetivo melhoramento genético mesmo
diante dos obstaculos apresentados.

Uma das vantagens da utilizacdo de infamacdes gendmicas na selecédo de cavalos é
que essas informacdes podem estar disponiveis antes de o animal atingir a maturidade
sexual, independente de fatores como sexo, auxiliando de maneira mais eficaz nas
decisdes voltadas ao melhoramento genético. Ademais, conhecer previamente a
capacidade genética do animal em resposta ao treinamento auxiliam os criadores na
tomada de decises com relagcdo aos investimentos que serdo empregados aos cavalos,
principalmente para animais utilizados em atividades esportivas (Stock et al., 2016).

Os estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) promovem o0 mapeamento
genético por meio de associagdo entre locus e caracteristicas fenotipicas com o objetivo
de encontrar efeitos dos genes sobre o valor genético dos animais. Nesse sentido, estudos
relatam avangos expressivos em analises de genes candidatos relacionados a
caracteristicas de interesse econémico em equinos como desempenho (Hill et al., 2010),
pelagem (Corbin et al., 2020; Grilz-Seger et al 2020), fertilidade (Giesecke et al., 2009),
resisténcia a doenca (Dunuwille et al., 2020; Rosa et al., 2020), coordena¢do motora
(Andersson et al., 2012; De Oliveira Bussiman et al., 2020; Ricard e Duluard, 2021),
comportamento e temperamento (Momozawa et al., 2006), entretanto a utilizacdo da
genébmica como ferramenta no melhoramento genético da espécies ainda esta distante da
realidade quando comparada a algumas espécies de exploracdo zootécnica como, aves,
suinos e bovinos (Wolc et al., 2011; Jenko et al., 2017; Yang et al., 2020).

Desta forma, estudos que envolvam a aplicacdo e desenvolvimento de ferramentas
aliadas a informacdo moleculares, que também utilizem de maneira eficiente as
informacdes fenotipicas, se torna de suma importancia para obter ganhos geneticos

expressivos na equideocultura.
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CAPITULO |

Caracterizacéo do gene PRDM9 em equinos

Resumo

A baixa variabilidade genética pode prejudicar diversos aspectos produtivos e
reprodutivos em equideos. Processos de recombinacdo génica, como 0 crossing-over,
podem aumentar a variabilidade genética ao promover trocas ente partes dos
cromossomos homologos durante a meiose. Entre as proteinas envolvidas no crossing-
over destacamos o papel da PRDM?9 que determina os pontos de quebra da sequéncia de
DNA (hotspots) através de uma estrutura chave denominada dominio de dedos de zinco,
do inglés zinc fingers (ZF). Modifica¢Bes nas sequéncias desses dominios ZF promovem
formacéo de diferentes hotspot de recombinacdo ao longo do DNA. Assim, esse estudo
teve como objetivo descrever a diversidade de arranjos de dominios de zinco e
distribuicdo de alelos do gene PRDM9 em 26 racas de equinos. Para obtencdo do DNA
foram utilizadas amostras de pelos de 95 animais. A amplificacdo do gene de interesse
foi realizada utilizando primers especificos e os produtos da amplificacdo foram
qualificados, quantificados e entdo sequenciados. Para a andlise e identificacdo dos
polimorfismos, as sequéncias obtidas foram visualizadas com os programas CodonCode
Aligner. Foram encontrados 14 novos dominios ZF, 19 alelos e 19 gendtipos. O alelo 1
assim como o seu genotipo homozigoto (1|1) apresentaram maiores frequéncias (0,889 e
0,775, respectivamente). Os resultados permitem a condugdo de manejo reprodutivo de
animais cujo genotipo do PRDM9 seja menos frequente em populagdes com pouca
variabilidade genética. Promovem-se novas recombinagdes e auxilia-se no aumento de
sua variabilidade. Adiciona-se a isso o0 fato de o gene ter papel importante no processo
evolutivo, podendo essas informacdes contribuirem para o melhor entendimento desse
mecanismo.

Palavras-chave: dominio ZF, genétipo, PCR, recombinacéo, variabilidade genética
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Characterization of the PRDM9 gene in horses

Abstract

The low genetic variability can cause several productive and reproductive prejudices in
horses. Genetic recombination processes, such as crossing-over, can increase genetic
variability by promoting changes between parts of homologous chromosomes during
meiosis. Among the proteins involved in crossing-over, we highlight the role of PRDM9,
which determines DNA sequence hotspots through a key structure called zinc fingers
(ZF). Modifications in the sequences of these ZF promote the recombination of different
hotspots along the DNA. Thus, this study aimed to describe the diversity of ZF
arrangements and allele distribution of the PRDM9 gene in 26 horse breeds. To obtain
the DNA, hair samples from 95 animals were used. Amplification of the gene of interest
was performed using specific primers and the amplification products were qualified,
quantified and then sequenced. For the analysis and identification of polymorphisms, the
sequences obtained were visualized using CodonCode Aligner programs. A total of 14
new ZF domains, 19 alleles and 19 genotypes were found. Allele 1 as well as its
homozygous genotype (1|1) showed higher frequencies (0.889 and 0.775, respectively).
The results allow better matings, it permits to choose animals whose PRDM?9 genotype is
less frequent in populations with little genetic variability. It promotes new recombinations
and helps to increase variability. Moreover, the gene plays an important role in the
evolutionary process, and this information may contribute to a better understanding of
this mechanism.

Kaywords: genotype, genetic variability, PCR, recombination, ZF domain
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1.  Introducéo

Os equideos domeésticos passaram por intensa selecdo fenotipica o que
proporcionou o surgimento de diversas ragas com diferentes aptiddes. A substituicdo de
equinos das funcdes de transporte e tracdo pode ter causado diminui¢do de tamanho
populacional em algumas racas. O reduzido nimero de representantes de um determinado
grupo genético pode levar a acasalamentos endogamicos que geram consequéncias para
sua producdo e conservacao.

Algumas racas apresentam taxas de endogamia e variabilidade genética
preocupantes (Gongalves et al., 2011; Santana et al., 2017; Marchiori, 2019; Assis et al.,
2018; Alves et al., 2021). E imprescindivel a aten¢do na manutencdo da variabilidade
genética existente, pois ela estd diretamente relacionada a respostas mais eficientes a
mudancas ambientais, além de melhores indices produtivos e reprodutivos (Ortiz-
Barrientos et al., 2016; Hecht et al., 2020).

A variabilidade genética se da pela combinacdo e quantidade de alelos intra e inter-
loci. Processos de recombinagdo génica, como o crossing-over, aumentam a variabilidade
genética, pois possibilitam a troca de partes dos cromossomos homologos durante a
meiose. Os descendentes podem receber cromossomos com alelos de genes diferentes em
combinacéo distinta da que ocorre nos pais. Esse processo de recombinagdo ocorre em
determinadas regides do DNA, denominadas hotspots de recombinacdo (Mézard et al.,
2015; Durbano, 2015).

Em mamiferos a proteina PRDM9 estd envolvida na determinacdo dos hotspots
(Myers et al., 2009; Baudat et al., 2010). Essa proteina é composta por trés diferentes
dominios: 0 KRAB, o SET e os dominios de zinco (ZF), sendo o ultimo que se liga ao
DNA e determina o hotspot de recombinacao (Hohenauer e Moore 2012; Di Zazzo et al.,
2013; Wu et al. 2013). Os dominios ZF sdo estruturas chaves da proteina PRDM?9, sendo
cada dominio composto por 28 aminodcidos. Cada ZF sequencial liga-se a um
trinucleotideo na molécula de DNA alvo e, portanto, influencia a localizagdo do hotspot
(Neale, 2010). Assim, uma Unica alteragdo de aminoacidos nos dominios ZF pode formar
uma nova variante de PRDM9 com novas especificacOes de ligagdo ao DNA, mostrando
que esse gene e suas variagdes alélicas podem auxiliar no aumento/manutencdo da
variabilidade genética por promover recombinagdes em regides cromossdmicas distintas.

Ahlawat et al. (2016) e Ahlawat et al. (2017) caracterizaram os alelos do PRDM9
em ruminantes domésticos. Mostraram que ha uma vasta diversidade nos arranjos ZF,

resultando em 36 alelos diferentes em caprinos e 26 alelos em ovinos e 41 alelos em
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bovideos (bovinos, bubalinos, mithuns e iaques). Os autores ressaltam que as
modificacfes ndo ocorrem apenas entre espécies, mas também dentro das espécies. Os
estudos demonstraram quais alelos sdo mais comuns em cada espécie e raga. As
informacOes geradas podem ser aliadas a outras estratégias de melhoramento e
conservacdo animal de diferentes grupos genéticos. Racas com problemas perda de
variabilidade, podem usar reprodutores cujos genétipos do PRDM9 sdo compostos por
alelos menos frequentes na populagdo e assim promover novas recombinag0es génicas
que auxiliam no aumento da variabilidade.

Em equinos, o gene PRDM9 foi descrito por Steiner e Ryder (2013). O gene em
equinos possui oito dominios ZF (DAKKDIKB). Todavia, ndo h& relatos sobre a
caracterizacdo da variacdo alélica desse gene nessas espécies. Esse conhecimento pode
gerar uma ferramenta auxiliar interessante na definicdo de estratégias de acasalamento de
populacdes pequenas e/ou endogamicas.

Assim, o presente estudo teve como objetivo verificar a diversidade de arranjos de
dominios ZF e caracterizar os alelos do gene PRDM9 em vinte e seis racas de equinos, a

fim de obter informacGes auxiliares para producao e conservacdo das espécies.

2. Material e Métodos

2.1. Amostragem e Extracdo de DNA

A coleta de material bioldgico das amostras utilizadas foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal da Bahia sob numeragédo: 08/2019 CEUA.

Foram coletadas amostras de pelos com bulbos capilares preservados da cauda de
95 equinos, de 26 racas (Appaloosa (1), Arabe (10), Brasileiro de Hipismo (1), Campolina
(8), Crioulo (4), Gypsy (2), Hanoveriano (1), Holsteiner (2), KWPN (4), Lavradeiro (8),
Lusitano (5), Mangalarga Machador (6), Mangalarga (7), Mini Horse (5), Nordestino (3),
Paint Horse (1), Passo Peruano (1), Percheron (2), Piquira (3), Ponei Brasileiro (6), Puro
Sangue Inglés (6), Quarto de Milha (5), Sela Belga (1), Sela Francesa (1), Sela Sueca (1),
e Zongersheide (1)).

2.2. Extracéo do DNA e PCR
O DNA foi extraido a partir do bulbo capilar utilizando o kit de extracdo de DNA

NucleoSpin® Tissue, de acordo com recomendages do fabricante.
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Os primers utilizados nas reacdes de amplificacio do gene PRDM9 (F:
GAGGCTTCAATGACAGGGCAAGTCTTAT; R:
CGTTGGAGCTGGAGTATGGAGT) foram descritos por Steiner e Ryder (2013).

Para a reacGes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um volume de
20 pl usando eppendorf graduado para termociclador. Cada reacdo incluia entre 100-
120ng de DNA, 10,45 pl de Tag Mix (com MgCI2 1,5 mM, trifosfatos de
desoxinucleo6sideos 10 mM), e 0,4 pl IM de cada primer. As condi¢des do ciclo de PCR
foram 95°C por 6 min, seguido por 34 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min,
anelamento a 57,5°C por 1 min e ao final extenséo a 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram eletroforados juntamente com marcadores de peso
molecular de DNA em gel de agarose 1,2% e visualizado por coloragédo com Siber Gold
com incidéncia de luz UV. Os fragmentos amplificados foram purificados com solucgéo
de polietilenoglicol (PEG) a 20% (Sambrook et al. 1989) e sequenciados usando um Kit
de sequenciamento BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
sequenciador de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems) de acordo com o manual do

fabricante.

2.3. Genotipagem

O alinhamento de bases foi realizado para todas as sequéncias de PRDM9 de
equinos tendo como base a sequéncia gerada por Steiner e Ryder (2013). Para a analise e
identificagdo dos polimorfismos, as sequéncias obtidas foram analisadas e visualizadas
com 0 programa CodonCode Aligner disponivel no site
(http://www.codoncode.com/aligner/download.htm). As sequéncias foram aparadas
depois de marcar o inicio e fim da regido de codificacdo os dominios ZF. Isso foi feito
para remover ambiguidades sem alterar o quadro de leitura, de modo que inclua apenas o

dominio ZF do PRDM9 para analise posterior.

3. Resultados

Apos realizar o controle de qualidade e o alinhamento com a sequéncia referéncia
foram identificados 14 novos dominios ZF ainda néo relatados na literatura para equinos
nesse gene. Tomando como referéncia os dominios descritos por Steiner e Ryder (2013),
0s novos dominios sdo caracterizados por variagdes nos aminoacidos presentes em

determinadas posicdes (9, 10, 13 e 16) da sequéncia, como descritos na Figura 1.
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Figura 1 - Novos dominios ZF identificados no gene PRDM9 em equinos
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Os alelos do gene PRDM9 sdo caracterizadas pela combinacdo dos oito ZF

presentes na regido terminal do gene. Para os equinos foram identificados 19 alelos,

descritos de 1 a 19. O alelo de maior frequéncia é o alelo 1 (0,889). Todos os outros alelos

possuem frequéncias muito inferiores e muitos com uma Gnica ocorréncia no espaco

amostral (Tabela 1).

Tabela 1 — Descrigdo e frequéncia dos alelos identificados para o gene PRDM9 em

equinos

(Continua)

Alelos Dominio ZF N* Frequéncia
1 DAKKDIKB 169 0,889
2 DAKIVIKB 1 0,005
3 DAZZA'XDU 1 0,005
4 DAKIVIMB 1 0,005
5 DTZZSZB'U 2 0,012
6 DAKIIIMC' 1 0,005
7 DD'ISIIMB 1 0,005
8 DAKIIIMB 1 0,005
9 RTHIIMB 1 0,005
10 DFDIIKA 1 0,005
11 DRDDNYDV 2 0,012
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Tabela 1 — Descricdo e frequéncia dos alelos identificados para o gene PRDM9 em

equinos
(Continuacao)

Alelos Dominio ZF N Frequéncia
12 DTDDTYDV 2 0,012
13 DAKIIIMA 1 0,005
14 DAIVIMD 1 0,005
15 DIDYTDDA' 1 0,005
16 DYDDIIG'D 1 0,005
17 DYDDTYIC 1 0,005
18 DYDDTYDC 1 0,005
19 DRDDTYDV 1 0,005

Total 1,000

N, nimero de alelos observados

A Tabela 2 mostra a distribuicdo dos genotipos para cada raca de equinos. Observa-

se que o genotipo de maior frequéncia € o homozigoto 1|1.
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Tabela 2 - Gendtipos PRDM9 observados em diferentes ragas de equinos

(Continua)

Racas

N

11 112 13 14 15
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1|7
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1|9

1]10
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1|14

1)15

1)16
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Mangalarga
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Tabela 2 - Gendtipos PRDM9 observados em diferentes ragas de equinos

(Continuacao)

Racas N 11 112 113 14 15 16 17 18 19 110 121 112 123 1j24 115 116 117 118  1j19
Paint Horse 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - i, - -
Passo Peruano 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sela Belga 1 - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - -
Sela Francesa 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sela Sueca 1 - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - i,
Zongersheide 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

N, nimero de amostras
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Todos os equinos estudados apresentam o alelo 1 em homozigose (1|1) ou em
heterozigose com os demais alelos. Deste modo, o0 genotipo 1|1 apresentou frequéncia
(0,775), representando todos os homozigotos. Enquanto aproximadamente 22% dos

individuos apresentaram gendtipo heterozigoto com outros alelos (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncias dos gendtipos observados para o gene PRDM9 em equinos

PRDM9
Gendtipos Frequéncia
1)1 0,775
12 0,011
1/3 0,011
1/4 0,011
1/5 0,020
1/6 0,011
1|7 0,011
1/8 0,011
1/9 0,011
1/10 0,011
111 0,020
112 0,020
113 0,011
114 0,011
1|15 0,011
1/16 0,011
117 0,011
1/18 0,011
119 0,011
Total 1,000

Ao final dos oito ZF do gene PRDM9, ha um seguimento que se assemelha ao ZF,
mas é composto por 26 aminoacidos ao inves de 28. Cerca de 3% dos animais estudados
apresentam variacdo especifica na posicdo 13 onde ocorre a substituicdo de uma
asparagina (N) por uma histidina (H) (Figura 2).

Figura 2 — Seguimento identificado ap6s 0 dominio ZF do gene PRDM9 em equinos

13
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4.  Discussao

O presente estudo analisou amostras de 95 equinos. Entretanto, tentou-se amplificar
outras 175 amostras sem éxito. Isso pode ter acontecido por diversos motivos: sequéncias
diferentes na regido de pareamento dos primers, repeticdo de dominios/sequéncias ao
longo do fragmento amplificado ou até mesmo varia¢cGes no numero de dominios ZF no
gene PRDM9 como ocorre em outras espécies (Ahlawat et al 2016 e Ahlawat et al 2017).
Sugerem-se a utilizagdo de outras técnicas em estudos futuros para garantir o sucesso de
amplificacdo da regido gendmica.

A estrutura chave da proteina PRDMO € a sequéncia de dominios ZF, pois é ela que
ativa os pontos de quebra do material genético. Steiner e Ryder (2013) analisaram o gene
PRDM9 em espécies do género Equus e descreveram 17 dominios ZF. Um dominio ZF é
uma estrutura composta por 28 aminoacidos. O presente estudo encontrou mais 14
dominio de ZF (Figura 1). No gene PRDMY, os alelos sdo dados pela quantidade e
sequéncia dos dominios de ZF. Em equinos, foi descrita uma sequéncia de oito dominios
ZF (DKKDIKB) (Steiner e Ryder, 2013), sendo esse o Unico alelo descrito para a espécie
até entéo.

Encontraram-se aqui dominios ZF ndo relatos para o gene PRDM9 e combinacdes
de ZF diferentes. A combinacdo dos dominios de ZF geraram 19 alelos e 19 gen6tipos
(Tabelas 1, 2 e 3). Isso indica clara potencialidade de uso de reprodutores com alelos e/ou
gendtipos menos frequentes em populacgdes pequenas e/ou endogamicas como ferramenta
adicional para melhoria da variabilidade genética.

Todavia, a adocdo dessa estratégia pode ser um pouco dificultada pela alta
frequéncia do alelo 1 e do gen6tipo homozigoto formado por ele (Tabela 3), mas pode ser
feito. Por exemplo, ha estudos que indicam populacdes de equinos da raca Arabe sob
depressdo endogamica (Sierszchulski et al., 2005). Nossos resultados mostram existéncia
de outros gendtipos do PRDM9 que ndo os mais frequentes na raga (Tabela 2). Isso indica
a possibilidade de reproducdo desses individuos de gendtipos diferentes, aliada a outras
estratégias, como facilitador do aumento da variabilidade genética.

Marchiori et al. (2019), ao estudarem populacdes da raca Quarto de Milha
destacaram a necessidade de monitoramento da variabilidade genética e endogamia na
raca, devido ao tamanho efetivo populacional ser pequeno. Em nosso estudo, observamos
que a raga apresentou diversos genotipos para o gene PRDM9 (Tabela 2). Nesse caso,
também é possivel sugerir a utilizacdo de reprodutores com genoétipos diferentes em

acasalamentos afim de aumentar/manter a variabilidade genética.
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Ahlawat et al. (2016) e Ahlawat et al. (2017) reforcam a ideia de participacdo do
gene PRDM9 no processo de evolucdo, especiacao e infertilidade de hibridos. Tendo as
espécies de equideos grande importancia nos temas citados (Steiner e Ryder, 2013), os
presentes resultados apresentam informacdes relevantes para estudos comparativos e de
geracdo de conhecimento bioldgico basico e evolutivo, além das aplicagdes na producéo

animal.

5. Concluséo

A partir da anélise de vinte e seis racas de equinos foi possivel caracterizar a
estrutura terminal do gene PRDM9, denominada dominios ZF. Foi possivel ainda
identificar novos dominios ZF, bem como novos alelos e genotipos e suas distribuicdes
em equinos. As variacdes do gene podem ter potencialidade de contribuir para o0 aumento
da variabilidade genética de populacdes e agregar informacdes junto a estudos de

evolucéo, especiacdo e hibridacdo.
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CAPITULO II

Associacao gendmica para componentes principais de medidas morfométricas em
equinos: identificacdo de genes relacionados a crescimento 0sseo

Resumo

A mensuracgdo de caracteristicas corporais de equinos é importante para a determinacgéo
do padréo racial, e constitui um dos principais critérios de selecdo na espécie. A
elaboracdo de um indice (HCP1) que incorpore componentes principais ponderados pelos
valores genéticos aditivos permite explorar as relagdes mais relevantes usando um
numero reduzido de varidveis que explicam a maior variacdo de dados. A analise de
associacdao gendmica ampla (GWAS) relacionada ao HCP1 é uma abordagem
relativamente nova e possibilita a descoberta de regides que podem estar relacionadas a
um conjunto de caracteristicas. Esse estudo teve como objetivo realizar GWAS utilizando
como variavel explanatéria o HCP1 para 15 medidas lineares, com o intuito de identificar
regides gendmicas associadas e esclarecer os mecanismos bioldgicos ligados a esse
componente em equinos da raca Campolina. Para GWAS, a metodologia “single-step —
GBLUP, wssGBLUP” foi aplicada sobre o HCP1. Foram identificadas 8 principais
janelas que capturaram a maior proporcdo (95,89%) da variancia genética aditiva
explicada pelos marcadores. Nas principais janelas foram identificados genes (SPRY2,
COL9A2, MIR30C, HEYL, BMP8B, LTBP1, FAM98A e CRIM1) relacionados ao
desenvolvimento Gsseo, constituindo potenciais candidatos posicionais para as medidas
lineares avaliadas nesse estudo. Os resultados encontrados sao fortes indicios da relacao
entre 0 HCP1 e caracteristicas de crescimento e conformacédo corporal em equinos da raca
Campolina, demonstrando assim ser uma eficiente alternativa para reduzir as 15
caracteristicas usualmente mensuradas. Os genes encontrados tém papel bioldgico
condizente com a expressao da caracteristica. Os resultados permitem estudos futuros de
mapeamento-fino para desenvolvimento de marcadores para selegéo.

Palavras-chave: conformacdo, Campolina, GWAS, medidas lineares, morfometria, SNP
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Genomic association for principal components of morphometric measurements in
horses: identification of genes related to bone growth

Abstract

The measurement of body characteristics of horses is important for the determination of
the breed pattern, and constitutes one of the main selection criteria in the species. The
development of an index (HCP1) that incorporates principal components weighted by
additive breeding values allows exploring the most relevant relationships using a reduced
number of variables that explain the greater variation in data. Genomic-wide association
analysis (GWAS) related to HCPL1 is a relatively new approach and makes it possible to
discover regions that may be related to a set of traits. This study aimed to perform GWAS
using HCP1 as an explanatory variable for 15 linear measurements, in order to identify
associated genomic regions and clarify the biological mechanisms linked to this
component in Campolina horses. For GWAS, the “single-step — GBLUP, wssGBLUP”
methodology was applied on the HCP1. Eight main windows were identified that
captured the highest proportion (95.89%) of the additive genetic variance explained by
the markers. Genes (SPRY2, COL9A2, MIR30C, HEYL, BMP8B, LTBP1, FAM98A and
CRIM1) related to bone development were identified in the main windows, constituting
potential positional candidates for the linear measurements evaluated in this study. The
results found are strong indications of the relationship between HCP1 and growth
characteristics and body conformation in Campolina horses, thus demonstrating to be an
efficient alternative to reduce the 15 characteristics usually measured. The genes found
have a biological role consistent with the expression of the trait. The results allow future
fine-mapping studies to develop markers for selection.

Kaywords: conformation, Campolina, GWAS, linear measurements, morphometry, SNP
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1.  Introducéo

A raca de equinos Campolina é originaria do estado de Minas Gerais e atualmente
estd difundida por todo territorio nacional. Na formacdo da raca, a selecdo fenotipica,
influenciada principalmente por fatores mercadoldgicos, enfatizaram principalmente
carateristicas que elevaram o porte do animal (com enfoque para aumento da altura da
cernelha). Assim, ficaram estabelecidas as principais caracteristicas da raga Campolina,
que os classificam como equinos de grande porte, ageis e que apresentam andamento
codmodo, caracterizado pela marcha, e ideais para trabalho, sela e lazer (ABCCCampolina,
2021).

As caracteristicas fisicas dos equinos sao fatores fundamentais para a determinagéo
do padrdo racial, e é a partir de mensuracdes realizadas em pontos especificos do corpo
dos animais que as associacOes de criadores avaliam a caracterizacao racial dos equinos
para finalidade de registro. Além disso, a conformacao é um importante critério de selecédo
na espécie equina, uma vez que, a morfometria esta diretamente relacionada ndo somente
a aparéncia, mas também a dindmica de locomog&o do animal (Holmstrém e Back, 2013).

Atualmente mais de 15 caracteristicas corporais podem ser medidas em equinos da
raca Campolina, e sdo comumente utilizadas para analisar a morfometria dos animais de
forma padronizada (Junqueira et al., 2021; De Oliveira Bussiman et al., 2021; De Oliveira
Bussiman et al., 2022). Os marcos de referéncia para mensuracgdes sdo determinados por
locais de facil observacdo, geralmente proximos a extremidades Osseas. Essa técnica,
relativamente simples, possibilita a obtencdo de um grande volume de informacgbes que
permitem entre outras coisas, estimar os parametros genéticos que podem auxiliar o
melhor direcionamento para os criadores na sele¢do dos animais, promovendo efetivo
progresso genético da raca (Lucena et al., 2015; Costa et al., 2016; Souza et al., 2019).

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) com caracteristicas morfométricas
em equinos, permitiram a descoberta de informagbes importantes relacionadas ao
desenvolvimento corporal dos animais. Makvandi-Nejad et al. (2012), demonstram que
variagOes genéticas em apenas quatro loci pode explicar grande parte da variagdo do
tamanho do cavalo, mostrando que assim como outros mamiferos domésticos, 0s equinos
carregam um pequeno numero de loci relacionados a tamanho, com alelos de grande
efeito.

Neste sentido, a altura de cernelha € uma caracteristica diretamente relacionada ao
tamanho em equinos, e consequentemente ao porte do animal. Em equinos German

Warmbloods, foi identificado um Unico QTL principal no ECA3 para a altura da cernelha
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explicando aproximadamente 18% da variacdo fenotipica (Tetens et al., 2013). Novos
estudos vém sendo desenvolvidos, e ja foram identificados novos QTLs potencialmente
envolvidos na conformacéo corporal de cavalos (Gmel et al., 2019).

Segundo a literatura, caracteristicas relacionadas a conformacao estrutural do corpo
dos equideos sofrem menos influéncia do ambiente, apresentam alta correlacdo genética,
baixa amplitude de variagdo individual e valores de herdabilidade com magnitude de
moderada a alta (Duensing et al., 2014; Bramante et al., 2016; Novotna et al., 2017;
Bussiman et al., 2018), portanto a utilizacdo de todas essas informacBes em estudos,
apesar de serem importantes, pode acabar sendo redundante.

Como alternativa, a analise de componentes principais (PCA) vem sendo
amplamente utilizada para lidar com grandes volumes de informagdes, nos estudos de
genética quantitativa, pois reduz a dimensdo das varidveis originais correlacionadas
transformando-as em um conjunto menor de varidveis ndo correlacionadas e
independentes, explicando 0 maximo da variabilidade com perda minima de informacdes
(Hair et al., 2009; Boligon et al., 2016). Muitos estudos ja demonstraram a eficiéncia da
utilizacdo da PCA para descartar variaveis que apresentaram baixa variabilidade ou foram
redundantes, possibilitando analises mais acuradas com relacdo a conformacéo corporal
de equinos (Pinto et al., 2005; Meira et al., 2013; Rezende et al., 2016).

Solar Diaz et al. (2021), em uma andlise genética tradicional (sem gendtipos),
sintetizaram 15 medidas lineares de equinos da raca Campolina através da andlise de
componentes principais, resultando em um indice ponderado pelos valores genéticos dos
animais com perda minima de informacGes. Os autores ressaltaram que este método
possibilita que a selecdo seja feita com bases mais objetivas e abrangentes.

A realizacdo de GWAS associada a um indice composto por PCA ainda é algo novo
em estudos com equinos, e sua utilizacdo possibilita a descoberta de regides que podem
estar relacionadas a um conjunto de caracteristicas. Estudos desse tipo propiciam melhor
conhecimento sobre a expressdo biolégica de caracteristicas quando avaliadas pela
proporcdo conjunta da varidncia genética aditiva (Mudadu et al., 2016; Vargas et al.,
2018; Zhou et al., 2019).

Assim, 0 presente estudo teve como objetivos realizar GWAS utilizando como
variavel explanatéria o indice (HCP1) composto pelo primeiro componente principal
ponderado pelos valores genéticos aditivos (EBVS) dos animais para as caracteristicas

consideradas, com o intuito de identificar regides gendmicas associadas ao HCP1 e

35



esclarecer os mecanismos biologicos ligados a esse componente em equinos da raca

Campolina.

2. Material e Métodos

2.1 Estimacao dos parametros genéticos

Os componentes de variancias e, consequentemente a matriz que compde a
variancia e covariancia entre as caracteristicas, necessaria para a obtencdo dos
componentes principais, foram obtidos por Junqueira et al. (2021), a partir de informacdes
de 18.876 animais da raca Campolina provenientes da Associacdo Brasileira dos
Criadores do Cavalo Campolina (ABCCCampolina). Adicionalmente, os componentes
principais e a composi¢do dos indices, foram obtidos por Sola Diaz et al. (2021) para o
mesmo banco de dados, sem a utilizacdo de informacdes gendmicas (genotipos dos
animais).

No total, 15 medidas corporais foram avaliadas: altura da cernelha (AC), altura da
garupa (AG), comprimento da garupa (CG), comprimento da cabeca (CCB),
comprimento da espadua (CE), comprimento do corpo (CC), largura da cabeca (LC),
largura da anca (LA), perimetro do toérax (PT), altura do dorso (AD), altura dos costados
(ACO), comprimento do pescogo (CP), largura do peito (LP), comprimento dorso-lombo
(CDL) e perimetro da canela (PC). A estatistica descritiva das medidas estudadas esta
descrita na Tabela 1.
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Tabela 1- Estatistica descritiva de 15 medidas lineares em equinos da raca Campolina

Variavel N Média Desvio padrdo Minimo Maéaximo
AC 18.876 1,56 0,054 1,45 1,71
AG 18.876 1,55 0,051 1,43 1,71
CG 18.876 0,52 0,040 0,33 0,66

CCB  18.876 0,61 0,028 0,50 0,70
CE 18.876 0,56 0,035 0,45 0,70
CC 18.876 1,58 0,062 1,42 1,77
LC 18.876 0,21 0,011 0,17 0,25
LA 18.876 0,53 0,028 0,41 0,61
PT 18.876 1,83 0,075 1,60 2,10
AD 18.876 1,48 0,051 1,35 1,63

ACO 18876 0,65 0,029 0,53 0,75
CP 18.876 0,64 0,036 0,50 0,80
LP 18.876 0,39 0,030 0,30 0,50

CDL 18876 0,59 0,056 0,44 0,78
PC 18.876 0,19 0,011 0,16 0,23

(AC) altura da cernelha; (AG) altura da garupa; (CG) comprimento da garupa; (CCB)
comprimento de cabeca; (CE) comprimento da espadua; (CC) comprimento do corpo;
(LC) largura da cabeca; (LA) largura da anca; (PT) perimetro do térax; (AD) altura do
dorso; (ACO) altura dos costados; (CP) comprimento do pescoco; (LP) largura do peito;
(CDL) comprimento dorso-lombo; (PC) perimetro da canela; (N) nimero de observacoes.
Fonte: Junqueira et al. (2021)

A obtencdo dos parametros genéticos, foram obtidos por Jungueira et al. (2021)
através de inferéncia Bayesiana, em um modelo multicaracteristica por amostrador de
Gibbs utilizando os softwares desenvolvidos por Misztal et al. (2020). A descrigédo
completa das analises, assim como das pressuposi¢@es do modelo, para a estimacéo dos

parametros genéticos encontra-se em Junqueira et al. (2021).

2.2 Componentes Principais

O indice obtido (HCP1) foi composto pelo primeiro componente principal (PC1)
ponderado pelos valores genéticos aditivos dos animais para todas as caracteristicas. A
estatistica, modelo e algoritmo estdo detalhados em Solar Diaz et al. (2021).

Para este estudo, utilizou-se o indice proposto por Solar Diaz et al. (2021), com 0
mesmo banco de dados, como variavel dependente sobre os genotipos dos animais. O
HCP1 foi obtido calculando os pesos (coeficientes de ponderagdo padronizados para o
valor de cada caracteristica) do PC1 e dividindo o autovetor pela raiz quadrada dos
valores proprios dos valores genéticos padronizados (Solar Diaz et al., 2021) obtendo a

seguinte equacéo:
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HCP1= -0,466BVWH - 0,459BVCH - 0,157BVCL - 0,164BVHL — 0,155BVSL
- 0,451BVBL - 0,033BVHW - 0,144BVHIW - 0,432BVTG - 0,452BVBH -
0,182BVBaH - 0,198BVNL - 0,110BVCW - 0,153BVBLL - 0,03BVCG

Onde, BV indica o valor genético da caracteristica. O HCP1 foi composto apenas
pelo primeiro componente principal por ser este o que explica a maior proporgéo da
variancia genética aditiva (97,8%) entre todas as caracteristicas, obtidas através da matriz

de (co) variancias descrita por Solar Diaz et al. (2021).

2.3 Dados genotipicos e controle de qualidade

Um total de 48 equinos da raca Campolina foram genotipados usando o chip
[llumina® Equine (65.000 SNPs; Illumina, Inc., San Diego, CA, EUA). O controle de
qualidade de genotipagem (QC) filtrou marcadores localizados em regides autossomicas
e ndo autossdmicas mapeadas para a mesma posicao, desviado do teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) (P <107°), com pontuacdo GenCall (GC) menor que 0,15, SNP
call rate inferior a 0,95 e minor allele frequency (MAF) inferior a 0,02. O nimero restante
de SNPs e animais ap6s o QC foram 41.860 e 42, respectivamente. Para esse
procedimento foi utilizado o programa PREGSf90 (Misztal, 2020).

2.4 Analise de associacdo genémica ampla (GWAS)

O método estatistico usado para estimar os efeitos do indice (HCP1) sobre as
caracteristicas, foi o de passo unico “single step” ponderado (wssGBLUP) proposto por
Wang et al. (2012), como descrito no modelo:

y¥=n+Za+e

Onde y* é o vetor da variavel explicatéria ou dependente (HCP1 neste estudo); p é
um vetor da média geral; Z, é uma matriz de incidéncia que relaciona animais a varivel
explicatdria; a é o vetor de efeitos genéticos aditivos diretos e e é o vetor dos residuos
aleatérios. Foi assumido que a ~ N (0, Hoa?) € e ~ N (0, Roe?), onde H é a matriz de
parentesco gendmica, Ga> € variancia genética aditiva, R é uma matriz diagonal, cujos
elementos sdo relacionados aos residuos relacionados a y, e ce? € a variancia do residuo.

O erro padrdo relacionado ao indice HCP1 foi obtido através da seguinte equacéo
SE(HCP1) = Veir? * SEji? + eig® * SEjp? +... + eins® * SEjis?, onde SE(HCP1) é o erro

padrdo aproximado do HCP1 para o PC1 do j™ animal, ei1? é 0 quadrado do coeficiente
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do vetor proprio para o i'" PC para a primeira caracteristica, e SEj1? é o quadrado do erro
padrdo do EBV do j" animal para a primeira caracteristica, ei»? é 0 quadrado do coeficiente
do vetor proprio para o i" PC para a segunda caracteristica, e SEj»? é o quadrado do erro
padrdo do EBV do j" animal para a segunda caracteristica e assim por diante. O inverso
de SE(HCP1) foi usado na diagonal da matriz R, procedimento realizado por Solar Diaz
etal. (2021).

Para a matriz H, utilizada na metodologia “single step” o inverso da matriz H, foi

definido por (Aguilar et al., 2010) como:

HYt=A'+ 0 0
= a a
0 G1-A

onde A é a matriz de relacionamento do numerador com base na linhagem para
todos os animais; A2 é a matriz de relacionamento do numerador baseada na linhagem
apenas para animais genotipados; e G é a matriz de relacionamento genémico para
animais genotipados. As analises pela metodologia single-step (wssGBLUP) foram
realizadas usando os programas da familia BLUPF90 (Misztal, 2020). As solucdes dos
efeitos SNP foram obtidas a partir dos valores genéticos usando o algoritmo de Wang et
al. (2012). O processo de iteragdo foi repetido duas vezes para obter a ponderagcdo do
efeito da solucdo dos SNPs. Neste estudo, os resultados de GWAS foram relatados como

a proporcao de variancia genética aditiva explicada por janelas de 100 SNPs adjacentes.

2.5 ldentificacéo dos genes

O genoma equino depositado no NCBI foi usado para identificacdo dos genes,
usando 0 conjunto EquCab3.0 como mapa de referéncia
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=EQUUS+CABALLUS).  Assim, foi
possivel identificar segmentos localizados dentro ou proximos a genes que poderiam

explicar a variabilidade na expressao do indice estudado.
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3. Resultados

Oito janelas genémicas, que explicam que mais 1% de variancia genética aditiva,
foram identificadas como sendo as mais importantes para as caracteristicas avaliadas
tomadas pelo indice HCP1 (Tabela 2). As janelas selecionadas explicaram juntas 95,89%
da variancia genética aditiva total. A participacdo delas pode ser observada graficamente
(Figura 1). Para um componente principal formado por caracteristicas expressdo
quantitativa, ha poucos loci participando.

As principais regides genémicas associados ao HCP1 (Tabela 2), estdo nos ECA17,
ECA2 e ECAL5, que explicam com variancias de 38,78%; 37,45% e 7,93%,
respectivamente. As demais cinco janelas explicaram juntas 11%. Destacam-se 0s genes
SPRY2, COL9A2, MIR30C, HEYL, BMP8B, LTBP1, FAM98A e CRIM1, relacionados ao
desenvolvimento de tecidos estruturais como o0ssos e cartilagens e associados a

caracteristicas morfomeétricas.
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Figura 1 - Grafico Manhattan obtido por associacdo a um indice composto pelo PC1 ponderado pelos EBVs de medidas lineares de equinos da raca
Campolina
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O eixo y indica a proporg¢do da variancia aditiva explicada pelo janelas de 100 SNPs adjacentes e a identificagdo dos cromossomos é dada no eixo x.
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Tabela 2 - Identificagdo das regides (cromossomos) e respectivos conjuntos de genes que explicaram maior proporcao da variancia genética aditiva

das caracteristicas analisadas pelo indice HCP1

Chr

Posicao

Gene

Var

17

51,721,402-55,548,778

NDFIP2, SLITRK1, SPRY2, RBM26, LOC111768697,
LOC111768696, LOC111768695, LOC111768694,
LOC111768613, LOC111768612, LOC111768611,
LOC100055659, LOC100054692, LOC100050152

38,78

14,417,590-18,438,851

COL9A2, EDN2, MIR30E, MIR30C, MIR9061, BMP8B,
TMEM269, FAM183A, HEYL, TRIT1, MYCL, MFSD2A, CAP1,
PPT1, RLF, SMAP2, ZFP69B, ZFP69, ZNF684

37,45

15

61,768,926-64,960,936

LTBP1, RASGRP3, FAM98A, CRIM1, FEZ2, VIT, STRN,
LOC111768227, LOC111768127, LOC111768126,
LOC111768125, LOC111768124, LOC111768123,
LOC106781706, LOC106781705, LOC102149932

7,93

29

17,409,873-21,640,418

VIM, MEIG1, ACBD7, MALRD1, SUV39H2, NMT2, FAM171A1,
PTER, CUBN, TRDMT1, HACD1, STAM, TMEM236, MRC1,
ARL5B, FAM107B, CDNF, HSPA14, RPP38, ITGA8

4,84

20

358,932-4,149,020

SERPINB1, PSMG4, FOXC1, FOXF2, TUBB2A, SLC22A23,
BPHL, RIPK1, NQO2, WRNIP1, GMDS, DUSP22, SERPINBG,
SERPINB9, MYLK4, FOXQ1, EXOC2, IRF4, LOC106782295,
LOC100050361

2,81

30

13,110,131-17,084,137

SPATA17, RRP15, LYPLAL1, ESRRG, GPATCH2, TGFB2,
USHZ2A, LOC111771332, LOC111771317, LOC111771316,
LOC111771312, LOC111771293, LOC111771281,
LOC100056341

1,44

11

13,962,473-17,417,986

GH1, ACE, SCN4A, PECAM1, ITGB3, CACNG4, PRR29,
EFCAB3, METTL2A, MRC2, MARCHF10, CYB561, MAP3KS,
STRADA, CD79B, ICAM2, ERN1, MILR1, POLG2, DDX5

1,44
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17

20,198,683-24,080,957

HTR2A, MIR16-2, MIR15A, MIR3613, ARL11, LPARG, EBPL,
LRCH1, NUDT15, RB1, RCBTB2, CYSLTR2, FNDCS3A, CDADC1,
SETDB2, RCBTB1, KPNA3, SPRYD7, TRIM13, RNASEH2B

1,13
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4.  Discussao

Encontraram-se oito regides gendmicas que explicam mais de 1% da variancia
aditiva do primeiro componente principal (HCP1l) para quinze -caracteristicas
morfométricas em equinos. As oito janelas explicam juntas 95,89% da variancia aditiva
e 0 HCP1 97,75%, portanto as janelas explicam ~94% da variacdo. Poucas janelas
explicam muito da variacdo das caracteristicas morfométricas em equinos, estando de
acordo com estudos prévios (Tetens et al., 2013 Makvandi-Nejad et al. 2012)

Makvandi-Nejad et al. (2012) identificaram quatro loci (ECA3, ECAG6, ECA9 e
ECA11) que explicam 83% da variacdo do tamanho corporal de equinos. Em trabalho
semelhante Signer-Hasler et al. (2012) encontraram regides no ECA1, ECA3, ECAG e
ECA9 que influenciam caracteristicas de conformacdo, principalmente a altura de
cernelha, em cavalos da raca Franches-Montagnes. Meira et al. (2014) identificaram
regibes gendmicas no ECA2, ECA3, ECA6, ECA7, ECAS8, ECA9, ECA21, e ECA26
associados a caracteristicas morfométricas em cavalos da raca Quarto de Milha.

No presente estudo as principais regides genémicas foram identificadas no ECA17,
ECA2,ECA15, ECA29, ECA20, ECA30 e ECALL, onde foram encontrados alguns genes
importantes para o desenvolvimento corporal. Embora nossos resultados tenham
mostrado regides gendmicas no ECA2 como encontrado por Meira et al. (2014), e no
ECA11 como observado por Makvandi-Nejad et al. (2012), as regides gendémicas nao
foram as mesmas. Todavia, a arquitetura genética de poucas regibes gendmicas, com
grande influéncia na varidncia, manteve-se. Vale ressaltar que os trabalhos citados
realizaram GWAS utilizando como varidvel dependente as caracteristicas morfométricas
individualmente em outras racas. O presente estudo inova ao utilizar como variavel
dependente um indice que relne um conjunto caracteristicas morfométricas. Essa
abordagem nos parece bastante coerente uma vez que, a selecdo animal voltada ao
melhoramento genético se baseia, mais comumente, em conjuntos de caracteristicas.

Destacamos as janelas identificadas no ECA17, ECA2 e ECA15 que juntas
representam 84% da variancia genética aditiva explicada pelos marcadores relacionados
ao HCP1l. Nessas regides foram identificados genes que estdo relacionados ao
desenvolvimento 6sseo e caracteristicas morfométricas.

Na janela do ECA17, que mais explica a aditividade da variavel, encontra-se o gene
SPRY2 que participa das fases iniciais da osteogénese, pois a deficiéncia dessa proteina
causa reducdo na formag&o 6ssea prejudicando o crescimento de camundongos (Vesela

et al. 2019). Corbi-Botto et al (2019) ndo identificaram variacdo no numero de copias
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para 0 ECA17 em equinos, onde essa janela se localiza, sendo, a variante causal,
possivelmente, de outra forma.

Na segunda janela que mais explica a caracteristica, localizada no ECA2, encontra-
se 0 gene COL9A2 que participa da sintese do colageno associado a cartilagem presente
nos o0ssos (Kemper et al., 2019). Segundo Wypchto et al. (2017), polimorfismos
detectados no gene COL9A2 podem estar associados a distirbios durante a fase de
crescimento dos equinos, causando ossificagdo endocondral e diminuicéo de cartilagem.
Encontra-se também o RNA-gene MIR30C (Mahjoor et al., 2021) e o0 gene HEYL (Khan
et alo., 2020) expressos na medula 6ssea. Outro candidato é gene BMP8B que codifica
uma proteina morfogenética dssea, considerada reguladora de crescimento pois possui
atividade indutora e reguladora do processo de reparacdo e manutencéo do tecido 6sseo
(Wozney et al., 1998). Cao et al. (2013) encontraram SNPs no gene associados a
caracteristicas de crescimento e morfométricas em bovinos.

Na terceira janela, localizada no ECA15, h4 o gene LTBP1 associado a medidas
morfométricas em ovinos (Wang et al., 2021), FAM98A expresso nos osteoclastos
(Fujiwara et al., 2016) e uma mutacdo sem sentido no gene CRIML1 ja foi relata como
causa de nanismo em camundongos (Furuichi et al., 2019).

Estudos que analisaram assinatura de selecdo relacionada as caracteristicas de
conformacao corporal em equinos identificaram regides principalmente nos ECA3, ECA9
e ECA11 como potenciais marcas de alteracdes nas frequéncias alélicas provocadas pela
selecdo artificial (Grilz-Seger et al., 2019; Gurgul et al., 2019; Srikanth et al., 2019).
Embora nosso estudo também tenha observado influéncia do ECA11 sobre o indice
composto por caracteristicas de conformacdo corporal, a posicdo da janela difere dos
estudos citados, reforcando a necessidade da realizagdo de estudos raca-especificos.

Segundo Nanaei et al. (2020), é equivocada a ideia de um Unico mecanismo
evolutivo influenciando os padrbes de variacdo genética em todas as racas de cavalos,
isso porque segundo 0s autores muitas racas passaram por processos de selecdo com
adaptac0es para diferentes ambientes e objetivos.

Nesse estudo aplicamos uma abordagem inovadora ao realizarmos o GWAS
utilizando um indice calculado com base no PC (Solar Diaz et al., 2021). A importancia
do GWAS é aumentada, pois sdo compostos de multiplas caracteristicas (Kominakis et
al., 2017). Foi possivel observar a associagdo de regides com genes cuja funcdo esta
relacionada ao crescimento e desenvolvimento 6sseo, sendo completamente condizente

com o fenétipo. E importante salientar que a selecdo dos equinos de sela é ainda
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fenotipica. Ela leva em consideracdo além de fendtipos de marcha, caracteristicas raciais
muito associadas a caracteristicas morfométricas. No caso especifico do Campolina, ha
grande enfoque para aumento da altura da cernelha. A identificacdo de genes candidatos
a um componente que leva em consideracdo a caracteristica alvo junto com outras
caracteristicas morfomeétricas, pode permitir um aumento de porte de maneira harménica
pela selecdo de variantes de efeito grande em mapeamento fino nos genes candidatos aqui
indicados.

5. Concluséo

Oito regides gendmicas de grande participacdo na variancia aditiva de indice de
componentes principais de medidas morfométricas em equinos foram encontradas. Genes
candidatos com acdo na formacao e crescimento dos ossos foram identificados. Analises
de associacdo gendmica ampla para componentes principais permitem identificacdo de
marcadores de grande efeito para varias caracteristicas e se torna uma eficiente ferramenta
como alternativa para a reducdo de uma quantidade elevada de caracteristicas mensuradas

para 0 mesmo proposito.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo caracterizou a regido terminal do gene PRDM9, denominada
dominio de dedos de zinco (ZF). Assim, foi possivel identificar quatorze novos dominios
ZF ainda ndo relatados na literatura para equinos nesse gene. Também foram identificados
dezenove alelos e dezenove gendtipos para 0 gene PRDM9 em equinos. Deste modo, o
uso de reprodutores com alelos e/ou gen6tipos menos frequentes em populacGes pequenas
e/ou endogémicas pode ser uma ferramenta adicional para melhoria da variabilidade
genética. Os achados descritos neste trabalho apresentam ainda informacdes relevantes
para estudos comparativos e de geracdo de conhecimento bioldgico basico e evolutivo.

Realizou-se ainda um GWAS utilizando como varidvel explanatéria o indice
(HCP1) composto pelo primeiro componente principal ponderado pelos valores genéticos
aditivos (EBVs) para caracteristicas morfométricas em equinos da raca Campolina.
Foram identificadas oito regides gendmicas que explicam mais de 1% da variancia
aditiva. Nas principais regides gendmicas associadas ao HCP1 identificaram-se os genes
SPRY2, COL9A2, MIR30C, HEYL, BMP8B, LTBP1, FAM98A e CRIM1, que estdo
relacionados ao desenvolvimento de tecidos estruturais como 0ssos e cartilagens e ja
associados a caracteristicas morfométricas. O presente estudo inova ao realizar a analises
de associagdo gendmica ampla para componentes principais o que permite a identificagéo
de marcadores de grande efeito para varias caracteristicas. Uma abordagem bastante
coerente uma vez que, a selecdo animal voltada ao melhoramento genético se baseia, mais

comumente, em conjuntos de caracteristicas.
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