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Simone Cristina Méo Niciura®
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Resumo - O presente estudo teve como objetivo comparar o transcriptoma
abomasal de ovinos da raca Morada Nova com fendtipos divergentes de
resisténcia a Haemonchus contortus. Para tanto, 287 cordeiros foram
submetidos a dois desafios parasitarios experimentais e monitorados
quanto ao ganho de peso, ao volume globular e a contagem de ovos por
grama de fezes. Apds andlise de dados, foram selecionados 10 animais
de cada extremo de fendtipo de resisténcia parasitaria, sendo que metade
desses animais foi submetida ao sequenciamento de RNA (RNAseq) da
mucosa abomasal. Genes diferencialmente expressos (DE) relacionados
as respostas imunes e outros processos bioldgicos foram observados entre
0s grupos extremos de resisténcia parasitaria por RNAseq baseando-se
nos trés genomas ovinos disponiveis nas bases de dados publicas (NCBI
Oar 2.0 — 21 genes DE, Ensembl Oar 1.0 — 11 genes DE e Ensembl Texel
3.1 — 14 genes DE). No entanto apenas cinco genes DE (B3GNT3, CLCA1,
TFF3, PKLR e SELP) foram comuns aos trés genomas. Para a validagao
dos resultados de RNAseq por RT-gPCR foram desenhados primers para
14 genes DE, para, no minimo, duas regides génicas em éxons distintos
por gene. Entretanto, s6 houve amplificagéo especifica para oito genes, e
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apenas um gene apresentou concordancia com os resultados de RNAseq.
Concluiu-se que a validagao por RT-gPCR nao foi possivel, provavelmente
por dois motivos principais: 1) baixa quantidade de sequéncias atribuidas a
maioria dos genes DE e 2) baixa qualidade de anotagao do genoma ovino.
Foram utilizadas trés versdes de referéncia atualizadas do genoma ovino
que apresentam discordancias quanto a montagem, localizagéo e anotagao
dos genes. Isso impacta diretamente e negativamente nos resultados de
validagdo por RT-gPCR, dado que, se as regides génicas (principalmente
relacionadas a juncao éxon-éxon) nao estdo bem anotadas, ha dificuldades e
falhas no desenho dos primers e na amplificagdo adequada.

Termos para indexacdo: Nematédeos gastrintestinais, transcriptémica, resiliéncia,
cordeiros, RT-gPCR.



Comparative abomasal transcriptome in Morada Nova
sheep breed with divergent phenotypes of resistance to
Haemonchus contortus

Abstract - The present study aimed to compare the abomasal transcriptome
of Morada Nova sheep with divergent phenotypes of resistance to H.
contortus. Therefore, 287 lambs were submitted to two experimental parasitic
challenges and monitored for weight gain, packed cell volume and eggs per
gram of feces count. After data analysis, 10 animals were selected from each
extreme of parasitic resistance, and half of these animals was submitted to
RNA sequencing (RNAseq) of the abomasal mucosa. Differently expressed
(DE) genes related to immune responses and other biological processes were
observed between the extreme groups of parasitic resistance by RNAseq
based on the three available sheep genomes (NCBI Oar 2.0 - 21 DE genes,
Ensembl Oar 1.0 - 11 DE genes and Ensembl Texel 3.1 - 14 DE genes).
However, only five DE genes (B3GNT3, CLCA1, TFF3, PKLR and SELP)
were common to the three genomes. Designs of primers for RT-qPCR were
carried out to validate the RNAseq results for 14 DE genes, targeting at least
two gene regions in different exons per gene. Only eight genes resulted in
specific amplification, and only one gene showed agreement with RNAseq
results. It was concluded that validation by RT-gPCR was not possible,
probably for two main reasons: 1) the low amount of sequences attributed
to most DE genes and 2) the discordant quality of annotation of the sheep
genome. Three updated reference versions of the genome were used, which
present divergence regarding the assembly, location and annotation of the
genes which may directly impact the results of validation by RT-gPCR, given
that if the gene regions (mainly related to the exon-exon junctions) are not
accurately annotated, there are difficulties in designing specific primers and
achieving adequate amplification.

Index terms: Gastrointestinal nematodes, transcriptome, resilience, lamb, RT-qPCR.
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Introducao

As infecgbes por nematddeos gastrintestinais (NGI) séo consideradas o
principal gargalo na ovinocultura, em especial nos paises tropicais. As perdas
econOmicas sao elevadas em decorréncia da queda de produtividade (leite,
carne ou 1a), baixa fertilidade, mortalidade dos animais altamente infectados
e elevados gastos com os antiparasitarios (O’Connor; Kahn; Walkden-Brown,
2007), uma vez que os parasitos ja desenvolveram resisténcia a maioria dos
anti-helminticos disponiveis no mercado e medicamentos mais avangados
€ mais onerosos sdo necessarios para o controle. Dentre as espécies de
NGI, Haemonchus contortus é a de maior importancia clinica e econémica em
nivel mundial (Cavalcante et al., 2009; Chagas et al., 2013). Esse parasita é
altamente prevalente nos rebanhos ovinos criados no Brasil, sendo a espécie
patogénica predominante no Estado de Sdo Paulo (Amarante, 2004; Toscano
et al., 2019b).

A infeccao por H. contortus, devido aos habitos hematofagos do parasita,
acarreta variados graus de anemia em ovinos, a depender do estado
fisiolégico do hospedeiro e da carga parasitaria. Em infec¢des severas,
especialmente em animais jovens e com nutricdo inadequada, altas taxas
de mortalidade podem ser observadas. Além dos efeitos diretos da infeccao
parasitaria, outro grande obstaculo ao crescimento da ovinocultura é a
resisténcia dos parasitas aos medicamentos, decorrente do uso inadequado,
em tratamentos supressivos, com curtos intervalos, utilizando uma mesma
classe de anti-helmintico por longos periodos ou alternando rapidamente
entre classes, tratamentos em sub-dosagem, dentre outros (Silvestre et
al., 2002; Besier, 2006). Além do impacto da verminose e do aumento da
resisténcia multipla aos anti-helminticos, existe uma crescente preocupacgao
com os potenciais riscos de residuos desses medicamentos no ambiente e
em produtos de origem animal (Waller, 1999), evidenciando a importancia da
adogao de medidas alternativas para o controle da verminose. Nesse cenario,
os anti-helminticos s&o considerados recursos limitados e valiosos, utilizados
apenas em situagao de real necessidade e sempre em conjunto as medidas
auxiliares (Howell et al., 2008).
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Dessa forma, a selegcdo de ovinos resistentes e o desenvolvimento de
medidas imunoprofilaticas constituem medidas muito interessantes, reduzindo
a necessidade de vermifugagbes, mantendo a eficacia dos principios ativos,
facilitando o manejo dos rebanhos e reduzindo os custos do sistema de
producgao.

Morada Nova é uma raga de ovinos deslanados naturalizada e
tradicionalmente criada do Nordeste brasileiro. De maneira geral, as ragas
deslanadas adaptadas as condi¢des tropicais sdo bastante resistentes aos
NGI, em comparagao a ragas exoticas, sendo uma caracteristica de suma
importancia devido ao impacto desses parasitas na ovinocultura (Haehling
et al., 2020; Haehling et al., 2021). Nesse contexto, a raga Morada Nova
destaca-se frente as outras ragas deslanadas. Tal fato evidencia a importancia
de estudos com ragas naturalmente resistentes a verminose, com intuito de
melhor explorar esse recurso tao valioso, de modo a promover maior interesse
dos produtores.

Em estudo anterior, um rebanho composto por 287 cordeiros foi submetido
a dois desafios parasitarios com 4 mil larvas de terceiro estadio (L3) de
H. contortus e fenotipados por meio de contagens de ovos por grama de
fezes (OPG) semanais, afericbes de hematdcrito ou volume globular (VG)
quinzenais e pesagens mensais. Esse esquema permitiu a estratificacao
do rebanho em trés fendtipos distintos quanto a resisténcia parasitaria:
20% resistentes (57 animais), 60% intermediarios (173 animais) e 20%
susceptiveis (57 animais). Dentre os 287 cordeiros avaliados, os 20 extremos
de infeccdo por H. contortus (10 mais resistentes e 10 mais susceptiveis)
foram selecionados e abatidos para avaliagdo da resposta imune local, em
amostras da mucosa do abomaso e de linfonodos abomasais, quantificando-
se 22 genes-alvo, previamente selecionados, por RT-gPCR. Foi detectada
expresséao diferencial entre os fendtipos para genes relacionados a resposta
inata, resposta pré-inflamatéria, resposta adaptativa perfil Th2 e ativagao
do sistema complemento (Toscano et al.,, 2019a; Toscano et al., 2020).
Contudo, essa metodologia baseada na selegdo de genes candidatos é,
de certa forma, incompleta, pois depende de levantamento de bibliografia,
relativamente escassa no assunto em questdo. Além disso, ha dificuldade
em extrapolar resultados oriundos de estudos envolvendo diferentes ragas
ovinas, infectadas por diferentes parasitas e avaliados em diferentes tempos
de infecgao.
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Nesse cenario, analises mais abrangentes constituem uma alternativa
muito interessante, como a avaliagao de transcriptoma comparativo por meio
do sequenciamento de nova geragao, incluindo o sequenciamento de RNA
(RNAseq). A técnica permite sequenciar milhdes de sequéncias em curto
periodo, obtendo-se informagdes completas de todos os transcritos em um
dado tecido, inclusive de genes desconhecidos, com elevada sensibilidade,
quantificando genes diferencialmente expressos nos mais variados niveis
de expressdo. E muito mais versatil que outras metodologias, como os
microarranjos de RNA, possibilitando a pesquisa de isoformas variantes e
associagdo com QTLs (Mortazavi et al., 2008; Klopfleisch; Gruber, 2012).
Essa metodologia tem sido utilizada em estudos recentes acerca da
resisténcia a parasitas gastrintestinais em ovinos e caprinos. Os resultados
sdo promissores, tendo sido encontrados centenas de genes diferencialmente
expressos diretamente associados a caracteristica, incluindo genes envolvidos
no metabolismo do acido araquiddnico, sistema complemento, ciclo celular,
reparacao tecidual, dentre outros (Guo et al., 2016; Bhuiyan et al., 2017; El-
Ashram et al., 2017; ElI-Ashram et al., 2018).

Sendo assim, a analise de transcriptoma comparativo entre extremos de
resisténcia a infec¢do por H. contortus em ovinos na raga Morada Nova pode
ser utilizada para melhor elucidar os diferentes mecanismos diretamente
relacionados, com uma potencial vantagem de detectar novos mediadores,
0s quais poderao ser testados e validados, inclusive, no melhoramento e
desenvolvimento de medidas imunoprofilaticas para outras racgas ovinas.

O presente estudo objetivou realizar analise de transcriptoma, por RNAseq,
em abomaso de cordeiros Morada Nova fenotipicamente caracterizados
como extremos de infecgdo por H. contortus, selecionar os genes avaliados
por transcriptoma que possuam maior diferencial de expressdo entre os
extremos de infecgdo por H. contortus e desenvolver ensaios de RT-gPCR
para a quantificagdo relativa da expressdo dos genes selecionados por
analise de transcriptoma.
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Material e métodos

Animais experimentais e manejo animal

Os animais utilizados no presente estudo foram avaliados em projetos
de pesquisa anteriores, financiados pela FAPESP (processos n. 2017/01626-
1 e n. 2017/00373-2). As atividades realizadas atenderam ao projeto
FAPESP processo n°. 2019/02929-3. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CPPSE (protocolo n°
04/2017). Foram utilizados 287 cordeiros da raga Morada Nova (146 machos
e 142 fémeas), oriundos do cruzamento de 150 matrizes e sete reprodutores,
obtidos em duas estagcdes de monta. Os produtos da primeira estagao de
monta foram desmamados entre julho e agosto de 2017 e os da segunda
estagdo, entre agosto e setembro de 2018. Na fase de aleitamento, os
cordeiros foram mantidos junto das maes e submetidos ao manejo alimentar
em sistema de ‘creep feeding’ a partir da primeira semana de vida até os 90
dias de idade, quando ocorreu o desmame. Os cordeiros desmamados foram
mantidos em pastagem de capim Aruand, grama estrela e braquiarinha,
previamente rocada e submetida a 30 dias de descanso, para redugdo da
contaminagao ambiental com larvas infectantes. No periodo seco, os animais
receberam suplementaco alimentar de silagem de milho. Agua e sal mineral
foram fornecidos a vontade.

Selecao dos extremos de resisténcia a infec¢ao por H.
contortus

Essa etapa foi desenvolvida entre os anos de 2017 e 2018, durante a
execucgao dos projetos supracitados. Logo apds o desmame, os 287 cordeiros
foram tratados com monepantel 2,5% (Zolvix, Novartis), na dose de 2,5 mg/
kg, para zerar a infecgdo natural por GIN (confirmada apds duas contagens
de OPG negativas). Apds 15 dias, eles foram experimentalmente infectados
com 4 mil L3 de H. contortus (isolado Echevarria 1991). Contagens de OPG
semanais foram realizadas no 21°, 28°, 35° e 42° dia pés-infecgao (dpi).
Coproculturas (Roberts; O’Sullivan, 1950) foram realizadas no 42° dpi de
ambos os desafios, confirmando infecgdo monoespecifica por H. contortus.
Avaliacdes de volume globular (VG) quinzenais foram realizadas, no 14°, 28°
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e 42° dpi (Figura 1). Os animais foram novamente tratados e, 15 dias apos,
submetidos a um segundo desafio parasitario, seguindo o esquema anterior.
De acordo com as contagens de OPG, ganho de peso e valores de VG, os 20
cordeiros classificados como extremos de infec¢ao por H. contortus (10 mais
resistentes e 10 mais susceptiveis) foram submetidos a um terceiro desafio
parasitario com 4 mil L3 de H. contortus e abatidos sete dias apds para
colheita de amostras da mucosa do abomaso, as quais foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido (-180 °C) e armazenadas a -80 °C (Figura
1). Dentre esses extremos de infec¢édo abatidos, amostras da regido fundica
de cinco animais de cada um dos grupos fenotipicos foram selecionadas para
a analise de transcriptoma por sequenciamento de RNA (RNAseq).

Vermiiugacio
Vermifugacao

Desmame

7dias

-k Fenotipagem
< Vermifugado
Fulandsia

DO D14 D21 D28 D35 D42 DO D14 D21 D28 D35 D42 :

* * * * * H
v

Resistentes Reststen
B Hematécrito (VG) 20% (57) esistentes

110
* Pesagem H

Intermediarios
60% (173)

o

s:;if""ve“ susceptiveis
° 110

[l Ovos por grama de fezes (OPG)

Figura 1. Delineamento experimental com animais experimentais utilizados, periodo
de monitoramento, vermifugac¢des e desafios parasitarios.
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Analise de Transcriptoma

Extracao de RNA

O RNA total foi extraido com uso do QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen, cat.
79306), com auxilio do homogeneizador de tecidos TissueRupter (Qiagen,
cat. 9002710), seguida de purificagdo em coluna de silica, utilizando o
RNeasy Mini Kit (Qiagen, cat. 74106). A concentragdo (ng/uL) e pureza
(razéo A, /A,,,) do RNA foram avaliadas em espectrofotometro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific). A integridade foi confirmada por eletroforese em
gel de agarose e com uso do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies).

Preparo de bibliotecas de cDNA, sequenciamento de RNA e analise de
transcriptoma

O protocolo de sequenciamento paired-end (2x 100 bp) foi usado
e sequenciado em lllumina HiSeq 2500 (lllumina) pela NGS Solugdes
Gendmicas (Piracicaba, SP). A ferramenta Trimmomatic v 0.39 foi usada
para controle de qualidade, removendo sequéncias de baixa qualidade
(QPhred <20) ou curtas (<70bp) (Bolger; Lohse; Usadel, 2014). As
sequéncias foram primeiramente alinhadas contra o genoma de referéncia
de ovinos (GCF_016772045.1_ARS-Ul_Ramb_v2.0, NCBI 104) usando o
programa STAR aligner v. 2.9 (Dobin et al., 2013) e contadas com HTseqg-
count no STAR. Como as versbées do genoma ovino apresentaram muitas
diferencas de montagem, os alinhamentos foram re-analisados com o
genoma de referéncia Oar_rambouillet_v1.0 (GCA_002742125.1) e com o
genoma do Texel (Oar_v3.1 (GCA 000298735.1) disponivel no Ensembl.
Essas ferramentas foram implementadas e analisadas em pipeline bagcom
(https://github.com/hanielcedraz/bagcom). Para analise da expresséo génica
foi utilizado o pacote EdgeR (Robinson; McCarthy; Smyth, 2010) do R (R
Foundation, 2021) para identificagdo de genes diferencialmente expressos
(DE) entre os grupos resistente e susceptivel. Os valores de p foram ajustados
para testes multiplos False Discovery Rate (FDR), e foram considerados DE
quando FDR < 0,05. Aumento e diminuigdo da expresséao foram indicados em
escala logaritmica positiva e negativa, respectivamente, do grupo resistente
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comparado com grupo susceptivel. A lista de genes DE foi submetida a
anotacao funcional génica usando o banco de dados DAVID Bioinformatics
Resources 6.8 (Huang; Sherman; Lempicki, 2009) e a ferramenta ShinyGO
v. 0.75 (Ge; Jung; Yao, 2020) utilizando dados de Ovis aries para verificar
0s processos biolégicos (BP), fungbes moleculares (MF) e componentes
celulares (CC). Uma rede génica foi construida usando o banco STRING
para os genes DE anotados para até 10 interagdes de proteinas (Szklarczyk
et al., 2021). Adicionalmente, uma pesquisa no QTLdb ovino foi realizada
para verificar se os genes DE estavam em regiées de QTLs para infecgao
helmintica.

Validagao da expressao diferencial por RT-qPCR

Apos analise dos resultados de RNAseq baseando-se no genoma Oar 2.0,
foram selecionados os genes PROTSET, GAL-14, TFF3, RFLNA, FCER2
e SELP para validacdo dos resultados por RT-qPCR. Esses genes foram
avaliados tanto para os 10 animais extremos submetidos a RNAseq, quanto
para os 20 animais extremos da populagédo. No entanto, para trés dos seis
genes selecionados ndo houve amplificagéo especifica e/ou de qualidade, e foi
realizada nova selecao de genes para RT-gPCR para duas regides diferentes
do mRNA (em éxons diferentes) por gene, para quatro genes DE nos trés
genomas (CLCA1, SELP, B3GNT3 e PKLR), mais quatro genes DE em pelo
menos dois genomas (ASGR1, FMNLS3, ribonuclease K6-like e HES6) e para
outra regido alvo de GAL-14. Para cada gene selecionado foram desenhados
primers utilizando o programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),
com base em sequéncias depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nim.
nih.gov/genbank/) e Ensembil (http://www.ensembl.org/index.html) (Tabela 1).
Para confirmacao de especificidade dos ensaios de RT-qPCR desenvolvidos,
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1800 ng de
RNA total (previamente tratado com DNAse | (Promega)) com utilizagao
do High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied BiosystemsTM,
Cat. 4368814) e OligodT primers (Sigma), de acordo com o fabricante,
em termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad). As reagdes foram
conduzidas em termociclador CFX96 (Biorad), utilizando-se 20 ng de RNA
transcrito, 0,3 uM de cada primer (forward e reverse) e kit Quantinova SYBR
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Green PCR (Qiagen), para volume final de 10 pL, em microplacas opticas
seladas com adesivos. O perfil térmico utilizado foi de: 95 °C — 2min, 40 ciclos
de 95 °C- 5s/60 °C -10 s/leitura canal FAM/SYBR (para GAL-14 e TFF3 foi
utilizada temperatura de 65 °C), seguido de melting de 65 °C a 95 °C com
aquisicdes a cada 0,5 °C por 5 s. Para cada gene, foram incluidos os seguintes
controles: controle negativo do qPCR (NTC — no template control), controle
negativo de reagentes para tratamento com DNAse e sintese de cDNA (NTC-
RT) e RTminus (controle sem adicdo de enzima transcriptase reversa). A
expressdo de cada gene foi normalizada com base na média geométrica dos
genes GAPDH e YWHAZ, de acordo com teste de estabilidade para gene de
referéncia previamente realizado (Toscano et al., 2018). O nivel de expresséo
génica foi calculado de acordo com Livak; Schmittgen (2001), utilizando a
amostra com menor expressao (maior valor de Cq) como calibrador.
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Resultados e Discussao

Avaliagao de qualidade e integridade de RNA

As 20 amostras foram submetidas ao processo de extragao de RNA total
utilizando kit Qiazol Lysis Reagent seguido de purificagdo em coluna de silica
com Rneasy Mini kit. A concentragéo e pureza (razao 260/280 nm) do RNA
extraido foram estimadas por espectrofotometria (Tabela 2) e variaram de
553,99 a 3750,7 ng/uL e de 1,93 a 2,15, respectivamente. A integridade foi
confirmada em gel de agarose 1,5% (Figura 2) e com uso do equipamento
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Tabela 2. Resultados de concentragdo de RNA (ng/uL) e razées 260/280 nm e 260/230
nm das amostras de RNA obtidas a partir de fragmentos de abomaso da regido
fundica de ovinos da raga Morada Nova com fendétipos divergentes de resisténcia a
Haemonchus contortus.

m Concentragao (ng/pl) 260/280 nm 260/230 nm

2761,34 2,06 2,18

897 2729,13 2,07 2,19
732 2304,6 2.1 1,84
883 1661,7 2,12 2,25
818 1501,05 2,13 1,67
852 3281,05 2,03 2,14
1053 3515,88 1,99 2,04
923 1593,74 2,12 2,23
1013 3616,09 1,94 2,07
781 980,4 2,15 2,21
1013R 2400,96 2.1 2,16
836R 1876,33 2,12 2,19
800 1152,84 2,14 2,02
907 2626,91 2,09 2,15
969 1195,6 2,13 1,94
795 2317,8 2,11 2,08
777 3283,11 2,01 2,08
886 3750,74 1,93 1,99
964 1574,18 2,04 2,17
73 553,99 2,14 2,27
742 1172,98 2,15 1,87
927 1669,42 2,11 2,14

1052 1180,34 2,13 2,26
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A amostra de RNA do animal 1013 apresentou RIN (RNA integrity number)
igual a 7,5, considerado limite de integridade minima requerida. Portanto,
foi realizado novo procedimento de extracdo de RNA, e por isso incluiu-se
uma amostra do outro grupo experimental para minimizacao de variagao
inter-ensaio. As amostras que foram reprocessadas possuem R no final da
identificacdo (1013R e 836R).

O valor de RIN encontrado foi de 8,5 a 9,8. Para o sequenciamento de
RNA foram testados cinco animais de cada extremo, enquanto para etapa de
validacdo dos resultados por RT-gPCR foram testados 10 animais de cada
extremo.

836 897 732 883 818 852 1053 923 1013 781 1013R 836R 800 907
777 886 964 739 742 927 1052
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% (esquerda) e eletroforese de capilar
utilizando Agilent 2100 Bioanalyzer (direita) das amostras de RNA extraidas a partir
de tecido abomasal da regido fundica de ovinos da raga Morada Nova com fendétipos
divergentes de resisténcia a Haemonchus contortus.
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Sequenciamento de RNA e analise de transcriptoma

O sequenciamento do tecido abomasal gerou cerca de 19 milhdes de
reads ‘paired-end’ por amostra (Tabela 3). Apds o controle de qualidade,
cerca de 45 mil reads paired-end foram removidos, permanecendo em média
18,6 milhdes de reads ‘paired-end’ por amostra (Tabela 3).

Tabela 3. Média de reads paired-end sequenciados e mantidos apds controle de
qualidade.

_ Controle de qualidade
m Pairs Reads after QC Pairs Read Percent (%)

1013 16.626.614 16.209.147 97,49
1053 19.336.609 18.887.479 97,68
732 17.571.721 17.245.747 98,14
781 19.473.347 19.023.707 97,69
818 21.541.661 20.926.161 97,14
836 17.296.508 16.831.042 97,31
852 19.955.299 19.604.987 98,24
883 21.384.767 20.868.718 97,59
897 17.355.859 16.954.976 97,69
923 19.555.431 19.108.742 97,72

Os resultados de numero de sequéncias, porcentagem de genes
unicamente mapeados em cada amostra, analise multidimensional e entre
outros, estao apresentados na Tabela 4 e Figura 3.
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Tabela 4. Numero de reads e porcentagem unicamente mapeados em cada amostra
de acordo com os trés genomas ovinos.

- NCBI (Oar 2.0) Ensembl (Oar 1.0) Ensembl (Texel 3.1)

Reads Percent Reads Percent Reads Percent
Uniquely Uniquely Uniquely Uniquely Uniquely Uniquely
Mapped Mapped Mapped Mapped Mapped

1013 13.992.240 86,32% 13.493.114 83,24% 13.230.108 81,62%
1053 17.157.228 90,84% 16.387.983 86,77% 16.112.587 85,31%
732 15.621.373 90,58% 14.926.456 86,55% 14.734.246 85,44%
781 16.497.701 86,72% 15.770.277 82,9% 15.570.379 81,85%
818 18.963.984 90,62% 18.132.798 86,65% 17.909.855 85,59%
836 14.718.651 87,45% 14.071.398 83,6% 13.745.718 81,67%
852 17.457.057 89,04% 16.664.813 85,00% 16.471.675 84,02%
883 18.835.123 90,26% 18.181.215 87,12% 17.920.043 85,87%
897 15.256.659 89,98% 14.668.028 86,51% 14.390.021 84,87%
923 16.773.058 87,78% 16.100.772 84,26% 15.810.073 82,74%

Foram realizadas analises de escala multidimensional (MDS) que fornece
a representagdo espacial das amostras dos diferentes grupos em clusters
para os 10 animais submetidos ao sequenciamento de RNA. Observou-se
que o animal 836, do grupo resistente, apresentou um perfil muito diferente
comparado aos demais (Figura 3A). Dessa forma, nao foi possivel diferenciar
0s grupos resistente e susceptivel. Portanto, com intuito de avaliar amostras
mais homogéneas em cada grupo, duas amostras (836 e 781 — sublinhados
em roxo na Figura 3A) foram removidas da analise e, entdo, a separagao
entre os grupos foi observada (Figura 3B).
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Figura 3. Plot de escala multidimensional (MDS-plot) mensurando a similaridade
das amostras em duas dimensodes, onde azul representa os animais susceptiveis
e vermelho os resistentes. MDS contendo 10 amostras (A). MDS contendo oito
amostras (B).
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Totais de 15.173, 13.436 e 13.661 genes foram expressos no transcriptoma
de abomaso baseado nos genomas NCBI Oar 2.0, Ensembl Oar 1.0 e Ensembl
Texel 3.1, respectivamente, sendo que apenas 7.714 (50%) foram comuns
aos trés genomas, enquanto 70% foram comuns entre Oar 2.0 e Texel 3.1,
58% entre Oar 1.0 e Oar 2.0 e 51% entre Oar 1.0 e Texel 3.1 (Figura 4).

Oar_ramb_ 20

2952
(19%)

count

3027 6000
(20%)

7714 00
(50%)

247
(2%)

228
(1%)

Oar_1.0 Texel3 .1

Figura 4. Genes expressos no transcriptoma abomasal de animais resistentes e
susceptiveis a H. contortus de acordo com cada genoma avaliado.

Os genes DE em cada genoma estdo apresentados na Tabela 5, sendo
que somente cinco genes foram DE nos trés genomas (destacados em
verde), enquanto outros cinco genes foram DE em pelo menos dois genomas
(destacados em alaranjado). O numero de reads brutas para cada gene DE
encontra-se na Tabela 6.
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Tabela 5. Genes down e upregulated no abomaso de ovinos do grupo resistente
a infeccdo por H. contortus comparados com grupo susceptivel nos trés genomas
avaliados (genes destacados em verde foram encontrados nos trés genomas ovinos
enquanto os destacados em alaranjado foram encontrados em dois genomas ovinos).

Chr logFC PValue FDR

LOC101116157 asialoglycoprotein receptor 1 11 -2,690 7,12E-11 1,08E-06
LOC121816881 immunoglobulin lambda variable 1-40-like 17 -1,205 2,16E-08 1,64E-04
B3GNT3 UDP-GI by | beta-1,3-N: i 3 5 1,554 6,91E-08 3,49E-04
CLCA1 chloride channel accessory 1 1 -2,477 2,28€-07 8,66E-04
LOC121818163 uncharacterized LOC121818163 X -2,314 8,32E-07 2,36E-03
LOC101121646 T-lymphocyte surface antigen Ly-9 7 1,764 9,34E-07 2,36E-03
LOC105616741 lipopolysaccharide-binding protein-like 13 -3,416 1,30E-06 2,81E-03
LOC121818812 uncharacterized LOC121818812 1 -2,519 2,28E-06 4,09E-03
LOC443162 galectin-14 11 -2,388 2,43E-06 4,09E-03
TFF3 trefoil factor 3 1 -2,212 1,23e-05 1,80E-02
LOC101115905 refilin-A 17 0,560 1,30E-05 1,80E-02
I3 interleukin 13 5 -2,188 1,48E-05 1,87€-02
LOC101116991 ribonuclease K6-like 7 -2,164 1,73€-05 2,02E-02
RGS6 regulator of G protein signaling 6 7 1,153 2,68E-05 2,83E-02
LOC101119456 protein SET 3 -1,621 2,96E-05 2,83E-02
PKLR pyruvate kinase L/R 1 1,932 3,13E-05 2,83E-02
FCER2 Fc fragment of IgE receptor Il 5 -1,348 3,31E-05 2,83E-02
HES6 hes family bHLH transcription factor 6 1 -2,010 3,36E-05 2,83E-02
SELP selectin P 12 -1,098 4,38E-05 3,50E-02
DEPTOR DEP domain containing MTOR interacting protein 9 -0,609 5,67E-05 4,30E-02
DCDC2 doublecortin domain containing 2 20 -1,451 6,56E-05 4,74E-02
Ensembl Gene ID Simbolo Chr logFC PValue FDR
ENSOARG00020021001 11 -2,86 2,13E-12 2,87E-08
ENSOARG00020006386 B3GNT3 5] 1,71 1,05€-09 7,03E-06
ENSOARG00020002201 CLCA1 1 -2,46 1,17€-07 0,001
ENSOARG00020024647 11 -2,39 1,43E-06 0,005
ENSOARG00020003218 TFF3 1 -2,18 7,62E-06 0,020
ENSOARG00020000182 113 5 -2,17 1,20E-05 0,027
ENSOARG00020001631 HES6 1 -2,35 1,78E-05 0,034
ENSOARG00020011831 PKLR 1 1,94 2,51E-05 0,040
ENSOARG00020000387 FMNL3 S| 0,62 2,65E-05 0,040
ENSOARG00020008417 SELP 12 -1,06 2,99E-05 0,040
ENSOARG00020011071 LOC101116991/ribonuclease K6 like 5 -2,19 4,01E-05 0,049
ENSOARG00000002469 JH923980.1 -8,04 2,05E-17 2,80E-13
ENSOARG00000010137 ASGR1 11 -2,69 1,01E-12 6,87E-09
ENSOARG00000015019 B3GNT3 5 1,47 4,96E-08 0,0002
ENSOARG00000018868 13 -3,77 9,13E-08 0,0003
ENSOARG00000014659 CLCA1 1 -2,47 1,15€-07 0,0003
ENSOARG00000008993 1 1,55 1,27€-06 0,0029
ENSOARG00000010726 SELP 12 -1,13 4,92E-06 0,0096
ENSOARG00000020549 SFTPB 3 -2,45 7,24€E-06 0,0121
ENSOARG00000010659 TFF3 1 -2,19 7,96E-06 0,0121
ENSOARG00000004229 PKLR 1 1,94 1,26E-05 0,0172
ENSOARG00000000663 FuOM 22 1,29 2,16E-05 0,0268
ENSOARG00000009885 IGSF5 1 0,62 2,42E-05 0,0271
ENSOARG00000018401 FMNL3 3 0,63 2,58E-05 0,0271

ENSOARG00000014253 SLC7A11 17 -1,39 2,80E-05 0,0274
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Na anotacao funcional no banco de dados DAVID, os genes selectina P
(SELP) e interleucina 13 (IL13) foram enriquecidos para resposta inflamatoria
(GO:0006954, p <0,1). Para melhorar a informagdo dos genes DE, foi
utilizada a ferramenta ShinyGO tool para enriquecimento da analise, na qual
os genes Fc fragment of IgE receptor Il (FCER2), IL13, pyruvate kinase L/R
(PKRL/LOC780515), SELP, chloride channel accessory 1 (CLCA1), refilin-A
(RFLNA/FAM101A), trefoil factor 3 (TFF3), regulator of G protein signaling 6
(RGS6), protein SET (SET/ LOC101119456), acetylglucosaminyltransferase
3 (B3GNT3) e asialoglycoprotein receptor 1 (ASGR1/ LOC101116157) foram
enriquecidos em alguns bancos de dados avaliados (Figura 5). Os genes
FCER2, ASGR1 e SELP foram caracterizados em dominios proteicos
de lectina, IL14 com sitios conservados de interleucina 4/13, PKRL como
piruvato kinase, SET em uma familia nucleossomo e CLCA1 como canal de
cloro ativado por célcio e SELP foi enriquecido em varias respostas imunes e
processos bioldgicos.

Além disso, de acordo com o banco de dados STRING na ferramenta
ShinyGo, TFF3 e B3GNT3 foram classificados no envolvimento de biossintese
de mucina tipo o-glycan e biossintese de glicoesfingolipideo e IL13 como
JAK-STAT e receptor de citocina. Ressalta-se que, mesmo tendo pequena
quantidade de genes DE, foi possivel encontrar informacdes bioldgicas
interessantes sobre esses genes.
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Figura 5. Os 10 dominios proteicos enriquecidos de acordo com banco de dados
InterproTop usando a ferramenta ShinyGo e dados analisados com genoma Oar 2.0.

Nas interagdes génicas, foi possivel observar que alguns deles (LYY,
LOC101116991, FCER2, IL13, CLCA1, PKRL e ASGR1) ja possuiam
interacdes descritas. Além disso, para melhor entendimento das fungbes
génicas, foi gerado um banco de interagdes com informagdes humanas, que
também mostram associagéo entre genes DE (Figura 6).
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Figura 6. Interagdo entre genes DE entre animais resistentes e susceptiveis. Os
circulos representam genes e as linhas conectoras representam interacdes entre
os genes, de acordo com os métodos de predicdo de Stringdb: homologia (roxo),
bases curadas (azul claro), mineragdo de texto (amarelo), experimentalmente
confirmado (rosa), coexpresséo (preto), co-ocorréncia (azul escuro), fusdo génica
(vermelho) ou vizinhanga. Interagdes génicas construidas com informagdes de Ovis
aries (A). Interagbes génicas construidas com informagdes de Homo sapiens (B).
Circulos coloridos sdo genes DE enquanto circulos cinza sdo genes de interagdo.
*LY9 = SH2D1A.
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Quanto a busca por genes DE em regiées QTL para resisténcia parasitaria
previamente descritas considerando localizagbes génicas NCBI 103 (Oar_
ramb_1.0) e 104 (Oar_ramb_2.0), os genes CLCA1, PKLR, LOC101119456
e RGS6 foram localizados em regides proximas a QTLs para contagem de
OPG. RGS6e LOC105616741 foram proximos a regides QTL para resisténcia
a H. contortus (OPG) e LOC443162 para resisténcia a H. contortus.

Validagao dos resultados de RNAseq

A proposta inicial previa a selecdo de cinco genes DE entre os grupos
para validacao dos resultados por quantificagao relativa usando-se o método
de RT-gPCR. Nesse contexto, baseando-se nos genes DE encontrados
utilizando-se o genoma de referéncia Oar 2.0, selecionamos os genes:
PROTSET, GAL-14, TFF3, RFLNA, FCER2 e SELP. Mesmo ap6s varias
tentativas de otimizagéo, nao foi possivel obter amplificagdo especifica e de
boa qualidade para os genes RFLNA, SELP e FCER2. Para FCER2 e SELP o
insucesso foi provavelmente devido a baixa expressao desses genes, tendo
em vista que apresentaram aproximadamente 104 e 58 sequéncias brutas
médias, respectivamente (Tabela 6).

Tendo em vista que trés dos sete genes selecionados n&o apresentaram
amplificacéo especifica e de qualidade no RT-gPCR e da grande variagao
dos resultados de genes DE no RNAseq quando comparados os trés
genomas ovinos, foi realizada nova selecdo de genes para RT-gPCR com
novo desenho de primers (conforme descrito na metodologia) para duas
regides diferentes do mRNA (em éxons diferentes) por gene, para quatro
genes DE (CLCA1, SELP, B3GNT3 e PKLR) nos trés genomas, mais quatro
genes DE (ASGR1, FMNLS3, ribonuclease K6-like e HES6) em pelo menos
dois genomas e para outra regido alvo de GAL-14 (GAL-14d). Para os genes
SELP, PKLR, FMNL3 e HES6 nao foi possivel obter amplificagdo especifica
e de qualidade por RT-qPCR para as duas regides-alvo de cada um desses
genes, sendo que a provavel causa do insucesso foi devido a baixa expressao
génica, com sequéncias brutas médias de aproximadamente 58, 61, 260,
104, respectivamente (Tabela 6). Nota-se ainda que para metade dos genes
utilizados na validagao dos resultados de RNAseq (B3GNTS3, IL13, ASGR1
e GAL-14), o Cq médio ficou acima de 35, o que também corrobora com a
baixa quantidade de sequéncias brutas médias para esses genes (62, 23, 29,
e 106, respectivamente — Tabela 6) (Figura 7).
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Tabela 6. Numero de sequéncias brutas para cada gene DE resultante da analise de
transcriptoma para cada genoma ovino avaliado.

Ensembl Oar 1.0 - v 105 Reads
(média)

ENSOARG00020021001
ENSOARG00020006386
ENSOARG00020002201
ENSOARG00020024647
ENSOARG00020003218
ENSOARG00020000182
ENSOARG00020001631
ENSOARG00020011831
ENSOARG00020000387
ENSOARG00020008417
ENSOARG00020011071
Ensembl Texel 3.1 - v 105
ENSOARG00000000663
ENSOARG00000002469
ENSOARG00000004229
ENSOARG00000008993
ENSOARG00000009885
ENSOARG00000010137
ENSOARG00000010659
ENSOARG00000010726
ENSOARG00000014253
ENSOARG00000014659
ENSOARG00000015019
ENSOARG00000018401
ENSOARG00000018868
ENSOARG00000020549
NCBI Oar 2.0 - v 104
LOC101116157

LOC121816881

B3GNT3

CLCA1
LOC121818163
LOC101121646
LOC105616741
LOC121818812
LOC443162
TFF3
LOC101115905
IL13
LOC101116991
LOC101119456
PKLR

FCER2

HES6

RGS6

SELP

DEPTOR
DCDC2

B3GNT3
CLCA1

TFF3

IL13

HES6

PKLR

FMNL3

SELP

LOC101116991/ribonuclease K6 like

FUOM
JH923980.1
PKLR

IGSF5
ASGR1
TFF3
SELP
SLC7A11
CLCA1
B3GNT3
FMNL3

SFTPB

asialoglycoprotein receptor 1
immunoglobulin lambda variable 1-40-
like

UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferase 3
chloride channel accessory 1
uncharacterized LOC121818163
T-lymphocyte surface antigen Ly-9
lipopolysaccharide-binding protein-like
uncharacterized LOC121818812
galectin-14

trefoil factor 3

refilin-A

interleukin 13

ribonuclease K6-like

protein SET

pyruvate kinase L/R

Fc fragment of IgE receptor Il

hes family bHLH transcription factor 6
regulator of G protein signaling 6
selectin P

DEP domain containing MTOR
interacting protein

doublecortin domain containing 2

37
38355
74
24575
31
108
14
166
61
105

26

29

14

83
402
59
26518
55

26
38340
66
191
55

20

60
1027

68

38403
37

81
17
33

73
29776
657
31
177
19

16
162
175
17

61

560
19

36
18404
176
10821
28
128
22
200
77

4

39

19

20

51
537
49
11565
64

25
18388
82
231
13

24

50
955

83

18442
74

44

35

26
173
12827
878
28

75

71

28
139
244
22

76

559
20

19
14867
100
8178
16

22

32
162
61

58

23
58
30
66
514
36
8755
56
34
14856
42
178
48
41

36
1618

43

14883
43
55

125
18
97

9713

925
16

136
56
35
7
45
2
61

516
16

22
41302
384
22317
82
106
17
181
18
200

49
22

101
426
59
23738
102
38
41262
46
207
20

59

61
1682

43

41435
146
92

42

377
26222
845

82
391

20
214
203

33
18

658
23

113
3055
23
1294
8

25
72
302
30
"

82

0

70
196
728
5
1383
26

9
3051
224
354
3

2

"7

238
3058

185

24
1539
1327

30
17
83
54
51
66
30

444

97
8811
53
5455

120
245
45
21

56

110
130
668

14

5830

8807
167
281

16

455

181

8838
23
142

52
6360
1009

4
21
142
67
29

360

9
2970
19
4283

27
122
295

39

121

115

288

773

4600

2967
163
341

695

164
2974

84
6138
40
3986

25
261
38
36

78

25
281
760

4288
30

6135
132
297

438

147
6151

4773
1180

69

30
41

28
53
37

207

25
62,375
16737,75
108,625
10113,625
23,875
54,625
53

2265
58,625
61,375

59,25

16

50

1495
601
29,375
10834,625
50,5
21,25
16725,75
114

260
18,25
21,25

30
935,875

120,875

16773
44,875
152,25

4375
13,875

106,625
12035,125
1036,125
23,875
118,75
33,125
61,75
104
104,75
38,375
58,125

481
13,375
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Figura 7. Curvas de amplificacéo e de dissociacédo dos ensaios de RT-qPCR utilizados
para validagao dos resultados de RNAseq.

Foram realizados calculos de média (+ desvio padrao) e correlagao entre
resultados do RNAseq (niumero de reads e de Icpm (log2 copia por milhdo) e
valores de fold change resultantes dos ensaios de RT-gPCR (Tabelas 7 e 8),
sendo que somente o gene TFF3 apresentou correlagéo acima de 0,70 entre
RNAseq e RT-gPCR, que foi observada para os trés genomas ovinos.

O insucesso da validagao de resultados de RNAseq por RT-gPCR ja
foi recentemente discutido por Coneye (2021), onde aborda uma analise
publicada por Everaert et al. (2017), no qual cinco pipelines de analises de
RNAseq foram comparadas com ensaios de RT-qPCR para mais de 18 mil
genes codificadores de proteinas. As conclusdes obtidas nesse estudo foram
que, dependendo do fluxo da analise, cerca de 15-20 % dos genes foram
considerados ‘ndo-concordantes’ (entre RNAseq e RT-gPCR). Dentre esses
genes ‘ndo concordantes’, 93% apresentaram fold change de até 2x, sendo
que a maioria desses genes apresentou niveis muito baixos de expressao.
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O que corrobora com a auséncia de concordancia entre os resultados de
RNAseq e de RT-gPCR obtidos no presente estudo, em que a grande maioria
dos genes DE apresentou expressao baixa (Tabela 6), além do fold change
observado, que também ficou préximo ou abaixo de 2x para todos os genes
DE encontrados, exceto para lipopolysaccharide-binding protein-like, que
apresentou diferenca de 3,416 (Tabela 5).

Tabela 7. Média e desvio-padréo de fold change por grupo (resistente e susceptivel)
para cada um dos genes testados por RT-gPCR, para os 20 animais experimentais,
ou para apenas oito animais (analisados no RNAseq).

Grupo 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais

Resistente  1,96+0,73 1,94 £0,90 44,56+602  17,99+242 508,16£876,4 225,63 2431

Susceptivel 2,22 +0,99 1,74 £0,42 507 +7,74 6,52+ 10,21 4248+7770,3 8095,7+11326,8

CLCA1 B3GNT3 RNASE6
20 animais 8 animais 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais

Resistente  4,75+386  450+456  80,52+141,76 28,57+50,07 896+848 6,33 +7,31

Susceptivel 3,10+ 1,58 369+105  8529+124,65 60,07+66,76 5,02+6,09 9,82+7,66

GAL-14d ASGR1d
20 animais 8 animais 20 animais 8 animais
Resistente 2,68+ 3,12 1,98 £2,42 52,51+£6594 30,13 +56,0

Susceptivel  216£2,63  442£303  9458+12142 60,81+68,55

* Encontram-se destacados em azul os resultados que apresentaram concordancia com RNAseq.
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Tabela 8. Coeficientes de correlagdo entre resultados de RNAseq (Icpm e reads) e de
RT-gPCR (FC) por gene.

[ | | oar10-v105 Texel 3.1 - v 105 Oar 2.0 - v 104

Gene RNAseq R? (x RT-gPCR) R? (x RT-gPCR) R? (x RT-gPCR)

B3GNT3 Reads -0,33 -0,29
lcpm -0,33 -0,30

CLCA1 Reads -0,14 -0,14 -0,14

lcpm -0,37 -0,37 -0,38

TFF3 Reads 0,73 0,73 0,74

lcpm 0,63 0,63 0,64

IL13 Reads -0,38 -0,38

lcom -0,46 -0,48

RNASE6 Reads 0,11 0,07

lcpm 0,15 0,16

ASGR1 Reads 0,14 0,14

lcom 0,11 0,09

GAL-14 Reads 0,28

lcpm 0,31

PROTSET Reads -0,42

lcpm -0,47

Conclusoes

Foram obtidos genes diferencialmente expressos no abomaso
associados com hemoncose em ovinos utilizando analise de transcriptomas,
principalmente relacionados a biossintese de mucina, em dominios proteicos
de lectina e outras moléculas envolvidas em respostas imunes. No entanto,
a validacao por RT-gPCR de varios genes nao foi possivel. Isso ocorreu
provavelmente por dois motivos principais: 1) baixa quantidade de sequéncias
atribuidas a maioria dos genes DE e 2) qualidade de anotagcao do genoma do
ovino. Foram utilizadas trés versdes referéncia atualizadas do genoma que
apresentam discordancias quanto a montagem, localizacdo e anotagcéo dos
genes. Isto impacta diretamente os resultados de validagao por RT-gPCR,
dada a ocorréncia de regides génicas (principalmente relacionadas a juncao
éxon-éxon) nao bem anotadas, e as dificuldades de conseguir amplificacao
adequada.
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