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RESUMO

A prolificidade na espécie caprina (Capra hircus) € uma caracteristica relevante para o sistema
de producdo em virtude de seu forte impacto na viabilidade do rebanho e contribuicdo
significativa para o melhoramento genético dessa espécie. Utilizando-se marcadores
moleculares de ultima geracdo, Goat SNP50 Beadchip Illumina® (53,347 SNPs) foram
genotipadas 127 cabras pertencentes ao plantel da Embrapa Caprinos e Ovinos em Sobral/CE
visando ao estudo de diversidade genética, estrutura populacional e associagdo gendmica
ampla com a prolificidade das fémeas. As informacdes eram provenientes de cabras das racas
Saanen (32), Anglo Nubiana (29), Moxoté (36) e Canindé (30). Inicialmente, foi realizado o
estudo de validacdo dessa plataforma de microarranjo para as ragas locais brasileiras. O
controle de qualidade foi aplicado empregando-se os seguintes critérios: Call rate (>0,98),
MAF (>0,05) e HWE (>0,001) resultando na manutencéo de 39.726, 36.532, 38.431 e 44.025
SNPs para as racas Anglo Nubiana, Canindé, Moxotd e Saanen, respectivamente. Os estudos
de validacédo indicaram que o painel Goat SNP50 Beadchip foi eficiente devido a sua ampla
amostragem no genoma para as ragas em estudo. O estudo da diversidade genética e estrutura
populacional mostraram que as heterozigosidades esperadas e observadas (He e Ho) foram
similares entre si e baixas para todas as racas em estudo, dando origem a baixos coeficientes
de endogamia revelando haver diversidade genética nas populacdes estudadas. As anélises de
componentes principais mostraram que 0s quatros grupos raciais sao geneticamente distintos,
entretanto, foi identificado a transferéncia de material genético entre eles. Nas analises de
associacdo genémica ampla, de acordo com o Manhattan plot, considerando um treshold
(limite) P-value ajustado por Bonferroni (P=0,05/N° de marcadores) nao houve a presenca de

SNPs significativamente associados com a prolificidade.

Palavras-chave: Goat SNP50. Caprinos. Genotipagem. Ragas locais brasileiras.

Prolificidade.



ABSTRACT

Goat (Capra hircus) prolificacy is an important trait for animal production because of its great
impact on viability of herd and significant contribution to breeding of this species. This study
was carried out using next generation high throughout Goat SNP50 Beadchip Illumina®
(53,347 SNPs) to genotype 127 goats from “Goats and Sheep Embrapa Sobral/CE” aiming to
study the genetic diversity, population structural and wild genomic association with
prolificacy. Information studied were from Saanen (32), Anglo Nubian (29), Moxot6 (36) and
Canindé (30) goats. First, validation study this genotyping microarray was carried out on high
processing microarray platform (Goat SNP50 Beadchip) for Moxot6 and Canindé breeds,
since these were not included during the development of this tool. Control quality was applied
according following criteria: Call rate (> 0.98), MAF (> 0.05) and HWE (> 0.001). After
quality control, from 52,975 SNPs included, 40,401; 38,399; 41,792 and 46,502 were
maintained SNPs for the studies of diversity of the Moxotd, Canindé and Anglo Nubian
breeds, respectively. The results of validation study indicated that Goat SNP50 Beadchip
panel was efficient, due to its extensive sampling in the genome of the populations studied.
Genetic diversity study and population structural showed that expected and observed
heterozygosity (He and Ho) were similar and low for all studied breeds lead law inbreeding
coefficient revealing genetic diversity into the studied population. Principal component
analysis showed the four breed groups were genetically different. However, transfer of
genetic material was identified between each other. In genome wide association analyses,
according Manhattan plot with one threshold P-value adjusted by Bonferroni (P=0.05/N° of

markers) there was no significant SNPs associated with prolificacy.

Keywords: Genetic association. Prolificity. Single nucleotide polymorphisms. Goat.
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1 INTRODUCAO

A indUstria da caprinocultura, com um rebanho mundial na ordem de 1,06 bilh&o de
cabecas vem apresentando formas que a coloca numa posicdo estratégica no cenario do
agronegdcio e nos programas sociais praticamente em todos os continentes do planeta (Figura
1). Este setor vem representando uma importante fonte de proteina, combatendo a pobreza e a
inseguranca alimentar globalmente, com destaque nos paises que detém os maiores rebanhos
de caprinos, Tabela 1 (FAO, 2016).

Esse seguimento, em particular no Brasil, ocupa a 212 posi¢gdo no ranking mundial,
com 9,7 milhdes de cabecas (FAO, 2016). De acordo com o IBGE (2018) a caprinocultura
brasileira possui grande potencial para ampliacdo da producéo de carne, leite e seus derivados,
além da venda de caprinos que movimentou a cifra de R$ 290 milhdes em 2017. Além disso,
permite incremento na participagdo do setor industrial e no seguimento de calgados e

vestuarios.

Cabecas

<11288.0
< 158726.0
1< 1139216.0
Il < 5600000.0
B > 5600000.0

Figura 1 - Distribuigdo mundial — Caprinos.
Fonte: FAOSTAT (FAO, 2016).
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Tabela 1 - Os dez maiores efetivos de rebanhos caprinos no mundo

Pais Cabecas (milhbes) Participagdo (%)
China 149 14,05
india 133 12,54
Nigéria 73 6,88
Paquistdo 70 6,60
Bangladesh 56 5,28
Suddo 31 2,92
Etiopia 30 2,83
Quénia 26 245
Mongdlia 25 2,35
Mali 22 2,07

Fonte: FAOSTAT (FAO, 2016).

Apesar do seu crescimento e do reconhecido valor socioeconémico, esta atividade
apresenta reduzidos indices de produtividade em decorréncia do baixo desempenho
reprodutivo e produtivo dos rebanhos. A demanda do mercado consumidor mundial por
produtos de origem animal de melhor qualidade é expressiva, e neste quadro, 0 melhoramento
das habilidades reprodutivas dos animais é fundamental. Dentre essas, a prolificidade merece
especial atencdo nos programas de selecdo, pois se refere a0 nimero médio de progénies
produzidas por uma matriz em cada parto e exercendo impacto positivo na taxa de desfrute
dos rebanhos.

Os pequenos ruminantes, em geral, possuem maior habilidade de apresentar partos
multiplos quando comparado com as outras espécies domésticas (HAFEZ e HAFEZ,
2004; ESTRADA et al., 2014). Vérias pesquisas tém mostrado que a prolificidade média na
espécie Capra hircus € maior que a unidade, podendo variar de 1.30 a 2.94 (GONZALEZ et
al., 1974; TU, 1989; CREPALDI et al., 1999; HAMED et al., 2009; HALDAR et al., 2014;
RIO, 2015). Essa habilidade peculiar dos caprinos constitui numa excelente oportunidade de
incrementar a renda do sistema produtivo, por meio do aumento do nimero de produtos por
ciclo reprodutivo.

Em virtude de sua variabilidade, a qual depende dos fatores genéticos (HAMED et al.,
2009) e ndo genéticos (SARMENTO et al., 2010 e HALDAR et al., 2014), a prolificidade é
passivel de selecdo. O melhoramento da prolificidade das cabras contribui para 0 aumento da
amostra populacional, possibilitando o incremento da intensidade seletiva e,
consequentemente, o aumento do ganho genético anual. De forma que, quanto maior o

numero médio de crias produzido por fémeas, maior sera a taxa de animais para reposi¢do no
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rebanho, reduzindo o intervalo de geracdo e permitindo o aumento na pressdo de selecéo.
Algumas pesquisas tém apontado a prolificidade como um atributo bastante promissor para o
progresso genético anual em caprinos, (SARMENTO, et al., 2010; SANTOS, et al., 2013).

Entretanto, o melhoramento da prolificidade pelo método de selecdo tradicional tem
mostrado ser dificil e demorado em virtude da baixa herdabilidade, as quais variam entre 0.08
a 0.18 (HAMED et al., 2009; ZHANG et al., 2009; GUNIA et al., 2010, SANTOS et al.,
2013; MENEZES et al., 2016). Nesse contexto, o desenvolvimento da genética molecular tem
possibilitado o estudo da variabilidade genética diretamente ao nivel de DNA com capacidade
de deteccdo de genes individuais que influenciam as caracteristicas reprodutivas (AHLAWAT
et al., 2015). O uso das técnicas moleculares na identificacdo de regides polimorficas
associados com as caracteristicas importantes na producdo é fundamental para o avango da
selecdo gendmica e para 0 melhoramento genético em caprinos. No entanto, apesar da sua
importancia, o avan¢o dos estudos do genoma caprino estd muito aquém, quando comparado
com o estudo do genoma das outras espécies.

Por outro lado, essa linha de pesquisa na espécie Ovis aires, utilizando a estratégia de
genes candidatos e os estudos de associacdo gendmica tem sido amplamente estudada,
gerando resultados impactantes para 0 melhoramento genético dos ovinos (JOHNSTON et al.,
2011; KIJAS et al., 2012). Mas no que diz respeito a espécie caprina, pouco se conhece sobre
a associacdo das regides cromossdmicas com caracteristicas de importancia econémica,
principalmente, com as aquelas relacionadas a incidéncia de partos multiplos.

Diante disso, essa pesquisa propde um estudo de investigacdo cientifica visando
elucidar os avancos das técnicas de marcadores moleculares empregados no estudo da
prolificidade em cabras e as implicacOes desses avancos, fazer um estudo da diversidade
geneética, estrutura populacional e estudo de associacdo genémica ampla na prolificidade de

cabras das racas Saanen, Anglo Nubiana, Moxot6 e Canindé.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Consideracdes preliminares sobre a prolificidade em cabras

A taxa de prolificidade representa a incidéncia de partos mdltiplos no rebanho.
Conforme Sarmento et al. (2010), a prolificidade reflete 0 niUmero de cabritos nascidos por
fémea parida, e se traduz em uma das caracteristicas mais relevantes para a determinacgdo da
eficiéncia do sistema, pois esta diretamente relacionada com a viabilidade econémica da
exploragdo do rebanho. Os pequenos ruminantes, em geral, apresentam partos com numero de
produtos superior a unidade (HAFEZ et al., 2004; ESTRADA et al., 2014). As cabras podem

apresentar partos simples, duplos (Figura 2), triplos ou quadruplos.

W

"

A - Parto simples B - Parto duplo

Figura 2 - Representacdo de parto simples (A) e de parto duplo (B).
Fonte: Sérgio et al. (2012).

De modo que, a taxa de prolificidade ¢ a razdo entre a quantidade de cabritos nascidos
por fémea e o ndmero de partos efetuados por essa mesma fémea. Ou seja, um plantel de
cabras com cem partos ocorridos e cento e trinta cabritos nascidos, apresenta uma taxa de
prolificidade de 130% e, portanto, uma média de 1,3 cabritos nascidos para cada cabra. De
forma que, quanto maior a taxa de prolificidade, maior o nimero de cabritos produzidos e,
consequentemente, maior o nimero de cabritos disponiveis para comercializacdo no final do
ciclo.

Em geral, a prolificidade em cabras varia de 1,30 a 2,37 (Tabela 2), sendo essa
peculiaridade um beneficio para o rebanho e apresenta grande potencial para exploracéo

econdmica.
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Tabela 2 - Média de Prolificidade em caprinos de acordo com a raca, local e fonte

Raca Local Prolificidade Fonte
Alpina Italia 1,60 Gongalves et al. (2008)
Anglo Nubiana Brasil 1,90 Cardoso et al. (2018)
Black Bengal india 1,75 Haldar et al (2014)
Crioula Franca 2,10 Gunia et al. (2010)
Jining Grey China 2.37 Feng et al. (2011)
Laoshan China 1,70 Lai et al. (2016)
Mestico (Pardo

) ) 1,49 Sarmento et al. (2010)
Alpino X Brasil

) 1,40 Santos et al. (2013)

Gurgueia)
Saanem Brasil 1,50 Leal et al. (2018)
Toggenburg Brasil 1,75 Leal et al. (2018)
Zaraibi Egito 1,60 Hamed et al. (2009)

Fonte: O autor (2018).

2.2 Fatores ndo genéticos que afetam a prolificidade

A expressdo do fenotipo da prolificidade possui dois componentes distintos, o
componente genético e o componente ambiental. Para a obtencdo das estimativas de valores
genéticos acurados € fundamental que as fontes de variacdo fenotipica, decorrentes dos efeitos
ambientais, sejam devidamente consideradas. Sarmento et al. (2010) relataram que os efeitos
de variacdo de ambiente (més), maturidade fisiolégica (ordem de pari¢do), condi¢do corporal
(peso) e idade de inicio da vida reprodutiva da matriz afetaram a prolificidade. Segundo os
autores € possivel promover melhorias da prolificidade por meio do ajuste no manejo
alimentar e adequacéo da idade minima para o inicio da vida reprodutiva, dentre outras acdes.

Em pesquisa com caprinos de corte da raca Black Bengal na india, Haldar et al. (2014)
revelaram que as medidas corporais lineares dos animais também podem afetar a prolificidade
das cabras. Os resultados mostraram que existe uma forte e positiva relacdo entre nimero de
crias e varias medidas corporais. De forma que animais com comprimento de pescog¢o (>22.78
cm), comprimento do corpo (>54.86 cm), altura de cernelha (>48.85 cm), altura de garupa
(>50.67 cm), largura das coxas femorais (>11.38 cm) e largura da garupa (>4.56 cm)
mostraram maior probabilidade de estar gestando mais de um feto. Essas medidas podem ser
usadas para discriminar as fémeas de partos simples e multiplos, e dessa forma, fazer ajustes

necessarios no manejo.



23

O manejo nutricional também constitui em uma importante fonte de variagdo para a
prolificidade em cabras, um animal bem nutrido é capaz de expressar todo o seu potencial
geneético. De acordo com Cezar et al. (2006), uma nutri¢cdo equilibrada contribui para maior
taxa de ovulagdo nos ciclos estrais e, portanto, maior nimero de cabritos por gestagao.

Portanto, o melhoramento das taxas de prolificidade no rebanho pode ser realizado
pelo melhoramento dos manejos nutricionais, sanitarios, reprodutivo, bem como pelas
praticas de melhoramento genético, seja pela selecdo ou pelo cruzamento. Entretanto, vale
ressaltar, que os beneficios alcangados com o melhoramento dos efeitos ambientais se limitam
apenas aquele ciclo de producdo. Enquanto que, os avangos alcangados pelo melhoramento
genético se perpetuam no rebanho, de forma acumulativa, proporcionando beneficios para

todos os futuros ciclos de producao.
2.3 Melhoramento genético para a prolificidade das cabras

A prolificidade apresenta variabilidade genética aditiva justificando a pratica de sua
selecdo, contribuindo para o melhoramento genético. O método tradicional de selecéo utiliza a
avaliacdo genética — BLUP (Best Linear Unbiased Prediction), que faz uso da matriz de
parentesco, entre os individuos estudados. Fazendo uso também, do método GBLUP, da
matriz genémica, o qual pode conter informacGes de pedigree, mapa genético, pedigree fake e

de marcadores.
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O método GBLUP difere do BLUP tradicional por substituir a matriz de parentesco
baseada no pedigree (matriz A) pela matriz de parentesco baseada nos marcadores ou matriz
de parentesco realizada (matriz G), assim, a segregacdo mendeliana é avaliada em nivel
individual e ndo em nivel médio, tornando as predi¢Ges dos valores genéticos via GBLUP
mais acurados em relagdo ao BLUP tradicional.
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Dentre os parametros genéticos utilizados em programas de melhoramento genético
tradicional para a prolificidade das cabras, destacam-se a herdabilidade (h®) e a repetibilidade
(t) e ambos se referem a determinados caracteres quantitativos. A herdabilidade é um
pardmetro genético o qual mede a fracdo da variancia fenotipica atribuida aos efeitos aditivos
dos genes. Os genes que possuem efeito aditivo sdo aqueles passiveis de serem transmitidos
para as progénies. De forma que, quanto maior a herdabilidade (varia de 0 a 1) maior sera a
capacidade de transmissdo dos efeitos genéticos (PEREIRA, 2008).

No sentido amplo, h%a, é definida como a razdo entre a variancia genotipica e a
variancia fenotipica:

gz

P
r

Ip

No sentido restrito, h? é definida como a razdo entre a variancia genética aditiva e a

variancia fenotipica:

T
2 A
h_: —
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Em geral, segundo Rao et al. (2000), a prolificidade possui elevada herdabilidade
quando comparada com as outras caracteristicas reprodutivas, 0 que sugere uma elevada
resposta a selecdo. Varios autores relataram que a herdabilidade e a repetibilidade da

prolificidade em cabras variam entre 0,08 a 0,18 e 0,15 a 0,67, respectivamente, Tabela 3.

Tabela 3 - Estimativas de herdabilidade (h? e repetibilidade (t) para a
prolificidade em cabras de acordo com a raga, local e fonte

h? t Raca Local Fonte
0,08 0,15 Zaraibi Egito Hamed et al. (2009)
0,12 0,16 Boer China Zhang et al. (2009)
0,12 0,16 Crioulos Franca Gunia et al. (2010)
0,18 0,67 Mesticas Brasil Santos et al. (2013)

Fonte: O autor (2018).
A repetibilidade ¢ um parametro populacional, a qual mede a fracdo da variancia

fenotipica atribuida aos fatores que se repetem na vida de um mesmo animal, ao longo de sua
vida produtiva, sendo eles o componente genético associado ao componente de ambiente
permanente (PEREIRA, 2008). Na pratica, a repetibilidade mede a correlacdo entre a

manifestacdo de um mesmo carater na vida de um mesmo individuo.
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A selecdo para prolificidade, além de ser um fendmeno acumulativo, tem como
beneficio imediato, o aumento do nimero de crias disponiveis para a taxa de reposi¢do. De
forma que, possibilita a pratica de maior intensidade seletiva e, consequentemente, maior
ganho genético anual.

Para a implementacdo de um programa de melhoramento animal, para quaisquer que
sejam as caracteristicas, alvo da selecdo, é necesséria a obtencdo dos valores genéticos dos
animais. No método tradicional de selecdo dos animais, os valores genéticos sdo obtidos por
meio de avaliacdes genéticas usando a metodologia Best Linear Unbiesed Prediction (BLUP)
desenvolvido por Henderson (1984). Para a avaliagdo genética sdo utilizadas informacdes das
caracteristicas expressas pelo préprio animal, bem como de seus parentes, além das
informacdes de parentesco entre 0s animais.

Entretanto, o método tradicional de selecdo utiliza apenas as informacdes fenotipicas
para inferir sobre o valor genético dos animais, podendo comprometer o grau de acuracia dos
resultados. O desenvolvimento cientifico e os avangos da genética molecular surgiram no
cenario atual e permitiram a incorporacdo de informagcBes gendmicas na avaliacdo genética
dos animais, proporcionando um aumento na acuracia da estimacao dos valores genéticos e
incremento nos ganhos genéticos. Além desses beneficios, a gendmica tem contribuido para a
investigacdo ou identificacdo da relagdo de parentesco entre animais, 0 que na auséncia de
pedigree tradicional, permitindo a obtencdo de valores genéticos com maior acuracia.
Portanto, os avancos da genémica podem ser fundamentais para a modernizacdo da
metodologia de avaliagdo genética e para o desenvolvimento da selecdo gendmica,
proporcionando progressos significativos no melhoramento animal.

A atual possibilidade de associacdo entre a genética quantitativa e a genética
molecular pode proporcionar grande impacto nos programas de selecdo, pois auxilia no
processo de definicdo dos critérios de selecdo que sejam realmente eficazes. Alem disso, a
identificagdo dos genes relacionados ao controle das caracteristicas de interesse econdémico é
fundamental para uma utilizagdo mais ampla de marcadores moleculares em programas de

melhoramento genético animal.
2.4 Técnicas moleculares aplicadas ao melhoramento da prolificidade
Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de técnicas da genética molecular e

suas aplicacbes para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento animal. De

acordo com Caetano et al. (2015), ferramentas genémicas modernas mudam os padrdes do
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melhoramento genético dos animais, permitindo que os rebanhos do futuro, sejam mais
produtivos, desenvolvidos em menor tempo, com alta precisdo e custos reduzidos, portando
caracteristicas de interesse econémico.

De acordo com Diniz (2015) o genoma corresponde a toda informacdo hereditaria de
um organismo codificada em seu DNA. Isso inclui tanto 0s genes como as sequéncias ndo
codificadoras. A genémica por sua vez, € uma ciéncia que tem como objetivo entender como
0S genes e as sequéncias ndo codificadoras envolvidas na regulacdo dos genes estdo
organizadas e interagem para o funcionamento global do ser vivo. Conhecer as técnicas
moleculares aplicadas ao melhoramento da prolificidade significa conhecer os genes e suas
funcgdes, ou seja, 0s genes responsaveis pela manifestacdo de partos multiplos.

O primeiro passo para entender o funcionamento do genoma de um organismo é
sequencia-lo, de preferéncia de forma completa. A genética molecular na espécie caprina teve
crescimento acentuado apés o sequenciamento do seu genoma. O genoma da Capra hircus foi
decifrado pela tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (Next-Generation Sequence —
NGS), por um grupo de pesquisadores do Kunming Instituto de Zoologia da Academia
Chinesa de Ciéncias, BGI, e outros institutos. Essa tecnologia tem permitido uma nova
abordagem de sequenciamento em larga escala (HGS — High throughput sequencing),
possibilitando a descoberta de variagBes no nimero de copias, inser¢des e delecGes e novos
polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism — SNPs). A técnica
tem proporcionado o desenvolvimento de novas metodologias e estratégias para o
mapeamento de genes de interesse (DONG et al., 2013).

Ao longo dos anos, diversas plataformas de NGS foram desenvolvidas, baseadas
principalmente na metodologia de sequenciamento por sintese, plataforma lllumina® GAII
(Mumina Inc., EUA), que propiciou em 2012, a publicacdo da sequéncia rascunho do genoma
caprino com tamanho de 2,66 Gb, ou seja, 91% dos 2,92 Gb estimados a partir do DNA de
uma fémea Yunnan Black Goat de trés anos de idade (PEREIRA et al., 2013).

Todavia, Silva (2016) relata que apesar da caracterizacdo genética dos caprinos ter
avancado nos ultimos anos, essa ainda é escassa, quando comparada com outras espécies
como é o caso das espécies bovinas e ovinas.

Essas sequéncias gendmicas sdo disponibilizadas em bancos de dados genéticos, que
ficam a disposicdo para iniciar a segunda fase, chamada de genémica funcional, ou pods-
gendmica, onde 0s genes e as sequéncias reguladoras sdo estudados para compreender como
funcionam e interagem. Tais estudos levam também a identificacio de marcadores

moleculares, que sdo utilizados para medir a variacdo genética existente entre individuos e



27

marcar mais facilmente a posi¢do de genes e trechos de interesse no genoma, de acordo com
Diniz (2015).

Com relacdo a espécie Capra hircus a selecdo para a caracteristica de prolificidade
alta, tem sido realizada com base apenas nas informacgdes fenotipicas e de pedigree dos
animais. O uso de informagdes gendmicas no melhoramento da prolificidade em cabras tem
sido nulo ou incipiente. Por outro lado, a caracterizagcdo genética da prolificidade em ovinos
tem sido amplamente estudada, gerando resultados impactantes para o melhoramento dessa
caracteristica na espécie Ovis aires (DROUILHET et al., 2009; SILVA et al., 2014;
DEMARS et al., 2013; KHODABAKHSHZADEH et al., 2016).

No entanto, € indiscutivel que o uso de técnicas moleculares abre novas possibilidades
para o melhoramento da prolificidade em cabras, com a utilizacdo de marcadores moleculares
que dado maior agilidade e rapidez para se identificar os animais portadores de genes
associados a partos multiplos.

As pesquisas pioneiras utilizavam marcadores moleculares Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) associados as caracteristicas de interesse econémico dos
animais domesticos. Posteriormente, foram usados os marcadores do tipo Simple Sequence
Repeats (SSR). A invencdo dos equipamentos sequenciadores foi possivel detectar as
variantes alélicas. Por conseguinte, foi desenvolvida a metodologia de alto desempenho e
acuracia, baixo custo e mdo de obra para prospec¢do, caracterizacdo e genotipagem de
marcadores Single Nucleotide Polymorphism (SNP), (CAETANO, 2009).

Segundo Foulkes (2009), os marcadores SNP (Figura 3), tem como base as alteracdes
mais elementares da molécula de DNA, ou seja, mutacGes em bases Unicas da cadeia de bases
nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). Normalmente, esses marcadores séo bi-
alélicos, ou seja, geralmente sdo encontradas apenas duas variantes para cada locus em uma
espécie. Podem ocorrer em regides codificadoras ou com fungéo regulatéria, porém, na maior
parte das vezes sdo encontrados em espacos intergénicos, sem funcdo determinada. Se
ocorrerem em regides codificadoras, promotoras, reguladoras do genoma, os SNPs poderdo

promover mudancas na sintese proteica e, portanto, na fisiologia e desempenho dos animais.
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Figura 3 - Representacdo de polimorfismos de nucleotideo Gnico (Single Nucleotide
Polymorphism — SNPs).
Fonte: Adaptado de Genetics Generation, (2015)

Os primeiros marcadores moleculares utilizados no melhoramento genético animal
datam da decada de 60. Na espécie caprina, inicialmente, os estudos com marcadores
moleculares foram focados para os trabalhos de diversidade e com a conservacéo de recursos
geneticos. No Brasil, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura com SNP na espécie
caprina (SILVA, 2016).

2.4.1 Utilizacdo de marcadores moleculares na identificacdo de genes com funcdes

reprodutivas em cabras

Estudos gendmicos estdo sendo realizados objetivando a identificacdo de genes
candidatos, que desempenham funcGes reguladoras na vida reprodutiva das cabras, abrindo
novas possibilidades para otimizar o desempenho produtivo e reprodutivo desses animais
(Tabela 4).

Neste ambito, os estudos de gendmica levam também a identificacdo de marcadores
moleculares, que funcionam como uma espécie de impressdo digital molecular. Eles s&o
utilizados, entre outras informacdes, para medir a variagdo genética existente entre individuos

e marcar mais facilmente a posicdo de genes e trechos de interesse no genoma (DINI1Z, 2015).
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MUTATION ROLE OF REGULATORY GENES IN LITTLE BREED AUTHORS
GENE (CODING SIZE
BASE)
It is a key enzyme associated with melatonin (MLT) Beetal, Barbari, Black Bengal, Malabari, Sharma et al.,
AA-NAT  C825T, C1249T  biosynthesis being critical for animal reproductive system Osmanabadi, Sangamneri, Jakhrana, Ganjam, (2015b)
(Sharma et al. 2015b) Sirohi
Regulates granulosa cell proliferation and differentiation by Zaraibi, Baladi, Damasco, Alpino Heikal et al
G751T, G752C, X e . .
AT57C. G760C pr_omotlr_lg granulosa cell mitosis, suppressing fqlllclg- (2017)
' " stimulating hormone receptor expression and stimulating kit
BMP15 277(23%9@ g;gg; ligand expression, all of which play a pivotal role in female
' fertility in mammals (Juengel et al., 2002)
Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
G735A, CB0BG Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2016)
BMPR1B T242C Plays an important role for increase in ovulation rate and Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
litter size (Souza et al., 2001) Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2016)
Modulate the granulosa cell (GC) function in the follicle of Barbari, Beetal, Black Bengal, Malabari, Sharma et al.
BMP4 G1534A domestic animals (Rajesh et al., 2018) Jakhrana, Osmanabadi, Sangamneri, Sirohi,  (2013)
Ganjam
CART C539A It is important in the regulation of GnRH secretion and onset  Chuandong White, Guizhou white, Gulin ma  Wang et al.
of puberty (Boone et al., 2008) (2011)
Expressed in goat ovary, which may produce several key Shaanbei, Cashmere Wang et al.
CSNS1 CSN1S1 hormones changes related to production traits (Wang et al., (2018)
2018)
FSHB A2645G Plays a key role in the regulation of gonadal function and Boer, Matou, Boer—Matou crossbred Zhang et al.
follicle development in mammals (Aerts and Bols, 2010) (2011b)
relays neuronal signals from the hypothalamus to the gonads Jining Grey, Boer and Inner Mongolia Guo et al. (2013)
and keeps the endocrine balance in the reproductive axis Cashmere
FSHR T70A, G130C maintaining  the  follicle  growth, development,
differentiation, and maturation as well as spermatogenesis
(George et al., 2011)
Plays a crucial role in early folliculogenesis and its Jining Grey, Guizhou White, Boer, Feng et al. (2011)
G3288A, G423A, mutations can increase the ovulation and infertility in female Lianoning Cashmere
GDF9 A959C, G1189A  mammals
C818T, A959C,  (Otsuka et al., 2011) Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
G1189A Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2016)
GH A781G, Al575G This hormone is a peptide hormone that is produced from the Boer, Matou Zhang et al.

anterior pituitary. Acts on the development of small antral

(2011a)




follicles in the gonadotrophin-dependent
stimulating oocyte maturation (Silva et al., 2009)

stages and

It is a key regulator of the reproductive

Jining Grey, Angora, Boer, Inner Mongolia,

Chu et al. (2009)

G757A system, which triggers the synthesis and release of the Cashmere
LH and FSH in the pituitary gland, that in turn regulate the
production of gametes and gonadal hormones (Naor, 2009)
GNRHR Boer Yang et al. (2011)
G891T, G757A .
AT30G, G757A, Local goats in Sri Lanka Avriyarathne et al.
G891T (2017)
G - protein-coupled receptor (GPR54) acts as a cognate Black Bengal Ahlawat et al.
receptor for a family of neuropeptides called Kisspeptins, (2015b)
GPR54 Cli22T1 which are the peptide products of KiSS1 gene.
KiSS1/GPR54 system is considered fundamental gatekeeper
of puberty onset in mammals (Ahlawat et al., 2015b)
It is a member of somatotropic axis and plays a key role in Attappady Black Thomas et al.
proliferation of cells, mitosis, myogenesis, meiosis, Malabari (2016)
IGF1 G224A, G227C differentiation in fetal development and post-natal growth
(Thomas et al., 2017)
It is chemical signal of the number of growing follicles in the Beetal, Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam  Sharma et al.
ovary to the pituitary gland to reduce the secretion of FSH to (2015a)
INHBB G6I3A, CB40T a level which maintains the species-specific number of
ovulations (Taya et al. 1996)
G12654A, Stimulate primordial follicle activation and follicle growth Xinong Saanen, Guanzhong An et al. (2015)
KITLG G12772A, (Celestino et al., 2010)
T12829C
kisspeptins stimulate the secretion of gonadotropins from the Gondar, Woyto Guiji Mekuriaw et al.
KISS-1 T0950C, C3416T, pituitary by stimulating the release of GnRH from the (2017)
C3811T, T3963C forebrain after the activation of GPR54, which is expressed
by GnRH neurons (Dungan et al., 2006)
confers its specific biologic action and is responsible for the Boer Lietal. (2011)
LHB C59A, C543T specificity of the interaction with the LH receptor (Long et
al., 2009)
Member of the growth hormone/prolactin receptor gene Boer Lietal. (2011)
PRLR C113T, C59T family which is a mediator of prolactin Ahlawat et al.

(2015a)
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Arylalkylamine-N-acetyltransferase (AA-NAT), Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15), Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B (BMPR1B), Bone morphogenetic proteins 4 (BMP4),
Cocaine-amphetamine-regulated transcript (CART), Alpha-Sl-casein (CSNS1), Follicle stimulating hormone beta (FSHp), Follicle stimulating hormone receptor (FSHR), Growth
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Differentiation Factor 9 (GDF9), Growth hormone (GH), Gonadotropin releasing hormone receptor (GnRHR), G protein-coupled receptors 54 (GPR54), Insulin-like growth factor 1(IGF1),
Inhibin (INHBB), Kit ligand (KITLG), Kisspeptin (KiSS-1), Luteinizing hormone beta-subunit (LHB) and Prolactin receptor (PRLR)
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2.4.2 Desenvolvimento de plataformas de microarranjos de Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNP)

Em meados da dltima década, plataformas baseadas em tecnologias de
sequenciamento de préxima gera¢do, ou de nova geracdo (Next-Generation Sequence — NGS),
comegaram a ser comercializadas e tém sido amplamente empregadas em substituicdo a
outros métodos existentes, por ndo ter grande demanda de tempo e altos custos (PEREIRA et
al, 2013).

Os avancos da genética molecular propiciaram o desenvolvimento dos mapas densos
de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) e o sequenciamento de alta processividade.
Portanto, a utilizacdo de plataformas de genotipagem de SNPs permite gerar informacg6es, em
um unico ensaio, de milhdes de pares de bases, tornado esse processo mais vantajoso quanto
ao custo por base e, quanto a economia de tempo, quando comparado as outras classes de
marcadores.

Embora a distribuicdo dos SNPs ndo seja homogénea ao longo do genoma, existem
milhdes de polimorfismos deste tipo distribuidos ao longo do genoma de espécies de interesse
zootecnico, 0 que faz dele um marcador genémico muito atraente (FOULKES, 2009). Essas
técnicas tém favorecido os estudos de associagdo e mapeamento genético, selecdo genémica,
ensaios diagnosticos para confirmacdo de paternidade e identificacdo individual.

De acordo com Caixeta et al. (2013), as plataformas mais utilizadas atualmente para a
genotipagem de SNPs sdo: SNPstream (Beckman Couter), GeneChip (Affymetrix), Perlegen
Wafers, Molecular Inversion Probe — MIP (Affymetrix) e GoDLenGate e Infinium da
llumina. A SNPstream utiliza extensdo de primers com minisequenciamento e arranjo
disposto em lamina, processando grande gquantidade de gendtipos (4.600 a 3.000.0000) por
dia, porém com numero de SNPs menor quando comparada a outras plataformas de
genotipagem. A Perlegen Wafers e GeneChip sdo baseados em processos de hibridizagdo de
oligonocleotideos.

A Molecular Inversion Probe analisa 10.000 SNPs por ensaio em arranjo de lamina e
extensdo de primers por meio de minisequenciamento. As plataformas GoldenGate e Infinium
baseiam-se no emprego de microarranjos e extensdo de primers alelo-especificos, no entanto,
a primeira utiliza a PCR no passo de amplificagdo e pode genotipar apenas 1536 loci
simultaneamente, enquanto que a segunda dispensa amplificacdo via Reacdo da Cadeia de
Polimerase e genotipica de centenas a milhares de polimorfismos de base Unica de
simultaneamente (CAIXETA et al., 2013).
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Em comparagdo com outros marcadores microssatelites, os SNPs sdo mais abundantes
no genoma, apresentam menor taxa de erro e menor custo no processo de genotipagem e sdo
geneticamente estaveis devido a menor taxa de mutacdo. Embora as vantagens da utilizacdo
da informacdo molecular sejam conhecidas, as metodologias ainda estdo em desenvolvimento
e, especialmente, o numero de marcadores que devem ser utilizados para estimativas mais
acuradas ainda estd em discussdo, dependendo da espécie e da estrutura de cada populacéo.
Logo, as propostas de pesquisa focadas na aplicacdo pratica dessas ferramentas tém
despertado a atencdo de empresas e de pesquisadores (GUIMARAES et al., 2013).

Além disso, os painéis de SNPs possibilitam o desenvolvimento de estudos de
diversidade genética entre e dentro de populages, estrutura populacional e estimacdo de
endogamia. Ainda, detectam assinaturas de selecdo, o que possibilita a identificacdo de
regides gendmicas de interesse relacionadas a caracteristicas quantitativas. 1sso aumenta as
perspectivas para estudos de genética animal, bem como de conservagdo dessa diversidade
(FAO, 2013).

Considerando os marcadores genéticos envolvidos na prolificidade na espécie caprina,
apesar de algumas pesquisas apontarem possiveis genes de efeito maior sobre essa
caracteristica (AHLAWAT et al., 2016; THOMAS et al.,, 2016; ARIYARATHNE et al.,
2017), ainda hd muito o que desvendar. Sobre esse aspecto, os estudos em genética molecular
nos caprinos foi impulsionado a partir da criagdo do international goat genome consortium
(IGGC), no ano de 2010 na China, idealizado por pesquisadores chineses e franceses,
objetivando-se 0 sequenciamento do genoma caprino e sua montagem efetivada por Benjin
Genomics Institute (BGI); mapeamento e desenvolvimento de um painel hibrido de radiagdo e
producdo de chip com alta densidade de SNPs (RUMINANT GENOME BIOLOGY
CONSORTIUM, 2010). Dando um grande salto, ap06s o sequenciamento do seu genoma,
decifrado inteiramente por tecnologia NGS (WADE et al., 2009; DOAN et al., 2012; DONG
etal., 2013).

Apobs o sequenciamento do genoma caprino, Tosser-Klopp et al. (2014) projetaram o
chip GoatSNP50, constituido por 53.347 SNPs igualmente espacados e segregando com alta a
moderada frequéncia nas racas Alpina, Boer, Crioulo, Katjang, Saanem e Savana. Essa
plataforma de alto processamento foi desenvolvida pelo consorcio Internacional do Genoma
Caprino (IGGC) e tem possibilitado os estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS)
obtencdo de valor genético genémico e incorporacdo dessas informacfes nos programas de

selecdo de caprinos.
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Durante o desenvolvimento dessa plataforma de genotipagem foram incluidas apenas
seis racas caprinas (Alpina, Boer, Crioula, Katjang, Saanem e Savana). Sendo assim, faz-se
necessario o teste de validacdo dessas plataformas de auto processamento objetivando-se sua
aplicacdo em outras ragas. Lashmar et al. (2015) realizaram o estudo de validagéo do Goat
SNP50 Beadchip em uma populacdo de cabras Angord sul Africanas, exploradas para
producéo de 1a. Esses autores relataram que 46 983 SNP (88.1%) de 53 347 SNPs foram
polimorficos (MAF>0.05). Depois do controle de qualidade, 3.960 SNP foram filtrados
devido a violacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg e call-rate, deixando 43.759 (82%) dos 53
347 para as analises posteriores de validagao.

De modo semelhante, Moura et al. (2015) mostraram que o Goat SNP50 Beadchip foi
informativo para a raca Marota, uma raca nativa brasileira. Nesse caso, esses autores
mostraram que depois do controle de qualidade 8.578 SNP (16.08%) foram filtrados,
deixando 44.769 (83.92%) dos 53 347 ser validados nas analises seguintes.

Os marcadores SNPs em desequilibrio de ligagdo com os QTL (Quantitative Trait
Loci) podem ser utilizados como critério extra para a identificacdo de individuos candidatos a
selecdo, 0 que aumentaria a acuracia na avaliacdo genética. Entretanto, embora a proposta
inicial dos marcadores SNPs tenham sido a predicdo do merito gendmico de animais sob
selecdo, sua utilizacdo foi ampliada para a identificacdo de material genético, ainda pouco
explorado, de forma que a conservagdo desses recursos vem ganhando destaque no cenario
atual da area de Genética Animal, (SILVA et al., 2015).

Neste cenario, espera-se que o uso de dados moleculares impulsione as pesquisas
gendmicas com caprinos, pois a selecdo genémica representa uma valiosa ferramenta para

gerir a diversidade genética e endogadmica na producgdo animal (SILVA, 2016).

2.5 Genome-wide association studies — GWAS nos estudos de prolificidade em cabras

O Estudo de associagdo de genética ampla, Genome-Wide Association Studies
(GWAS) é um procedimento que utiliza marcadores de alta densidade localizados ao longo de
todo o genoma para a identificacdo de regides associadas a uma caracteristica, sem
conhecimento prévio da mutacdo responsavel pela variacdo no fenétipo. Os marcadores para
este tipo de anélise gendmica sdo os SNPs por permitirem facilidade de genotipagem em
plataformas de alta definicdo, além de apresentarem alta taxa de mutacdo e heranca
mendeliana (GUIMARAES et al., 2013).
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Esses estudos baseiam-se na suposicdo de que uma mutacdo causativa para um
determinado fendtipo estd em desequilibrio de ligacdo (LD — Linkage Disequilibrium) com
marcadores adjacentes nas diversas familias de uma populacéo. Isto permanece mesmo apds
diversas geragdes de cruzamento e recombinacdo de segmentos genémicos, possibilitando o
uso destes marcadores em varredura ampla do genoma, independente do delineamento de
familias segregantes, permitindo o seu uso em popula¢des comerciais. Para se capturar todos
0s seguimentos cromossémicos em LD fraco com pequeno efeito, se faz necessario um mapa
de alta densidade. Varios estudos de GWAS ja foram realizados em outras espécies de
animais domésticos, como exemplo, em gado de leite (ABO-ISMAIL et al., 2017), em gado
de corte (SANTIAGO et al.,, 2017), em suinos (VAN SON et al., 2017) e em ovinos
(BERTON et al., 2017).

As analises de GWAS tém sido fundamentais para a modernizacdo da metodologia de
avaliacdo genética, pois permitem a inclusdo das informacBes gendmica dos animais para a
predicdo dos valores genéticos gendmicos, tornando-os bem mais acurados. Enquanto que no
método tradicional de avaliacdo genética, os valores genéticos sdo obtidos utilizando-se
apenas as informacdes fenotipicas expressas pelo proprio animal e seus parentes. Ou seja, na
metodologia tradicional de avaliacdo genética, apenas as informacgdes fenotipicas sdo
utilizadas para fazer inferéncia sobre o valor genético dos animais, e isto pode comprometer o
grau de acurdacia dos resultados.

De acordo com Amills et al. (2017), a implementacdo de novas tecnologias
moleculares tais como sequenciamento do genoma inteiro e genotipagem genémica ampla,
permite a exploragdo da diversidade caprina em uma escala sem precedentes gerando novos
“in sites” na histdria evolucionaria das cabras. A selecdo gendmica e selecdo por assinatura
também guardam grande potencial particularmente por melhorar caracteristica que ndo podem
ser modificadas facilmente pela selecdo tradicional.

As caracteristicas de reproducdo, em geral, apresentam de baixa a média herdabilidade
e respondem pouco a selecdo realizado com base unicamente na resposta fenotipica. Portanto,
a inclusdo das informacdes dos genes associados com a habilidade reprodutiva pode aumentar
consideravelmente a resposta a selecdo. Nesse sentido, os estudos de associacao de genética
ampla, a predicdo dos valores genéticos com propriedades BLUP (Best Linear Unbiesed
Prediction) pode ser uma ferramenta promissora para o melhoramento genético das
caracteristicas reprodutivas das cabras.

O estudo de caracterizacdo genética ao nivel de DNA para prolificidade em cabras tém

sido incipientes. Esse fato, associado a baixa herdabilidade para prolificidade, a qual varia



36

entre 0.08 a 0.18 (HAMED et al., 2009; ZHANG et al., 2009; GUNIA et al., 2010; SANTOS
et al., 2013 e MENEZES et al., 2016), dificulta a obtencdo do ganho genético. Portanto, a
inclusdo dos dados gendmicos nas analises de avaliacdo genética é fundamental para

aumentar a acurécia da selecdo para a prolificidade de cabras.

2.6 Diversidade genética e estrutura populacional

A formacgdo dos rebanhos caprinos nativos na América do Sul foi resultante de
acasalamentos aleatdrios entre animais introduzidos pelos colonizadores, portugueses e
espanhdis, durante o periodo da colonizacdo (PRIMO, 2004). Esses recursos genéticos
sofreram acdo da selecdo natural, ao longo do tempo, adquirindo notavel rusticidade,
capacidade de sobrevivéncia e reproducdo nas regides intertropicais. Atualmente, sdo
referenciados como ragas nativas, crioulas ou naturalizadas. No Brasil, especialmente nas
regides semiaridas do Nordeste, o processo de selecdo natural foi fundamental para assegurar
a reproducdo e sobrevivéncia desses pequenos ruminantes, dentre os quais estdo incluidas as
racas caprinas crioulas: Moxoté e Canindé, Figuras 4 e 5. As habilidades adaptativas
adquiridas durante esse processo tornaram esses recursos geneticos importantes reservas de
genes para rusticidade.

As racas Saanen e Anglo Nubiana (Figuras 6 e 7), dentre as diversas ragas caprinas em
torno do mundo, foram submetidas ao melhoramento genético visando a producdo de leite
(Saanem) e producdo de leite e carne (Anglo Nubiana) e sdo referenciadas como racas
especializadas. Essas duas racas se destacam como um dos principais grupos genéticos
introduzidas no Brasil, visando & modernidade dos sistemas de producdo. A raca Saanen, é
originaria da Suica e possui elevado potencial para producdo de leite. A raca Anglo Nubiana,
desenvolvida na Inglaterra por meio do cruzamento de cabras inglesas com reprodutores
oriundos da Africa, foi selecionada para maltiplo propdsito, sendo explorada para leite, carne
e pele.
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Figura 4 - Exemplar da raga Moxoto. Figura 5 — Exemplar da raga Canindé
Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br

Figura 6 - Exemplar da raca Saanen. Figura 7 - Exemplar da ragca Anglo Nubiana.
Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/
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Com a modernizagao dos sistemas de producgéo no Brasil, a maioria das racas nativas
estdo em estado de deriva genética, seja por causa da crescente substituicdo desses recursos
geneéticos por racas especializadas mais produtivas, seja por causa da sua utilizacdo em
cruzamentos (OLIVEIRA et al., 2007) objetivando-se uma maior produtividade. De acordo
com Ribeiro et al. (2016), as racas caprinas nativas encontram-se em franco processo de
diluicdo genética e carecem de programas de conservagdo que garantam a sobrevivéncia
desses importantes reservatorios génicos.

O estudo da diversidade genética e estrutura populacional sdo importantes ferramentas
que podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias de conservagdo desses recursos
genéticos. De acordo com Martinéz et al. (2012), o estudo da diversidade genética dentro e
entre as racas proporciona uma visdo da estrutura e dos relacionamentos da populagédo e é
essencial para o desenvolvimento de programas de conservacdo e reproducdo. O uso de
marcadores genéticos tem sido imprescindivel para os avancos dos estudos de diversidade
genética e estrutura populacional (ARAUJO et al., 2006; LIU et al., 2007; GINJA et al., 2017;
SILVA et al., 2017). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de painéis de alta densidade do
tipo Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) para a genotipagem de animais domésticos vem
mostrando exercer um papel indispensavel nos estudos gendmicos, de diversidade e estrutura
populacional, visto que, fornecem uma visdo geral do genoma sobre a historia genética de
cada raca, ajudando desta forma, a priorizar e proteger os programas de conservagao animal.
Varios estudos relacionados a essa abordagem ja foram realizados em outras espécies de
animais na pecuaria, como relataram Ai et al. (2013) em suinos, Sharma et al. (2016) e
Martinéz et al. (2017) em bovinos e Brito et al. (2017) em ovinos.

No que diz respeito aos caprinos, esses estudos tornaram-se mais informativos apds o
sequenciamento do genoma dessa espécie (DONG et al., 2013) e o desenvolvimento dos
paineis de alta densidade especifico (TOSSER -KLOPP et al., 2014), contribuindo para maior
eficiéncia dos planos ou programas de conservagdo dos recursos genéticos. Os microarranjos
de genotipagem de alta processividade especifico para caprinos, Goat SNP50 Beadchip, foi
consolidado pela colaboracdo entre dois grupos de trabalho: o International Goat Genome
Consortium (IGGC) e a Illumina Inc. (San Diego, Califdérnia). Essa plataforma é constituida
por 53.347 SNPs, uniformemente espacado em todo 0 genoma, e segrega com alta e moderada
frequéncia nas ragas Alpina, Boer, Crioulo, Katjang, Saanen e Savana. (TOSSER-KLOPP et
al., 2014).

Diante do exposto, uso de informacBes sobre a diversidade genética das cabras, €

essencial para o estabelecimento de programas adequados de melhoramento animal e de
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conservacao, a fim de prevenir a extin¢do de racas ameacadas de extin¢do, além de permitir
compreender a relacdo entre e dentro das diversas racas, neste sentido, diversas pesquisas
foram desenvolvidas (NEI, 1973; DIXIT et al., 2010; SOUSA et al., 2011; ALJUMAAH et
al., 2012; ZHANG et al., 2015; MARQUES et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e genotipagem

Esta pesquisa foi conduzida na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
Embrapa, Caprinos e Ovinos, na cidade de Sobral, estado do Ceard, cujas coordenadas
geogréaficas foram de 3°42” Latitude Sul e 40°21° Longitude Leste e altitude de 83 metros
acima do nivel do mar. O clima é do tipo Savana conhecido por AW, seguindo a classificacao
de Koppen A, com aproximadamente 96,28 mm de chuva por ano e temperatura média anual
de 28°C, variando de 24°C (minimo) a 31,3°C (maximo) e Umidade Relativa do Ar média de
77,2%. Esta pesquisa foi aprovada pelo "Comité de Etica em Uso de Animais da Embrapa
Caprinos e Ovinos", com registro n® 002/2017 (anexo 1) para uso de animais vivos durante o
experimento. O total de cabras utilizadas neste trabalho foi de 127, conforme Tabela 5. Essas
cabras foram criadas em condigfes semiextensivas, recebiam alimentos concentrados e
volumosos e suplementacdo de silagem e feno. Eram submetidas a estacdo de monta e
possuiam medicacdo e vacinagdo para o controle de vermes e outras doencas. Foram
registradas 414 informacdes de parto, entre abril de 2006 a dezembro de 2016, sendo que:
42,51% foram simples, 51,45% foram duplos e 6,04% foram triplos, Tabela 6. A taxa de
prolificidade das fémeas em estudo foi 1,78 cabritos por parto por fémea.

Inicialmente, foram criados dois bancos de dados, sendo um deles constituido pelas
informacgdes fenotipicas e, o outro, pelas informacbes genotipicas. Apds a compilagdo e
analise de consisténcia, esses arquivos foram concatenados para dar origem ao banco de
dados final para a realizacdo das analises. Os dados fenotipicos consistiam em registros da
identidade do animal, raca, data de nascimento, tipo de parto (simples ou multiplos) e niUmero

de partos por fémea.
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Tabela 5 - NUmero de cabras de acordo com a raca, origem e Aptidao

Raca Cadigo N Origem Aptidao
Anglo Nubiana AN 29 Inglaterra Carne e leite
Canindé CA 30 Brasil Carne e leite
Moxot6 MO 36 Brasil Carne e leite
Saanen SA 32 Suica Leite

Fonte: o autor (2018).

Tabela 6 - Frequéncia de tipo de parto de acordo com a raga de cabras

Tipo de Parto Anglo Nubiana Canindé Moxotd Saanen Total
Simples 47 37 57 35 176
(%) (34,56) (48,05) (53,77) (36,84) (42,51)
Duplos 77 35 48 53 213
(%) (56,62) (45,45) (45,28) (55,79) (51,45)
Triplos 12 5 1 7 25
(%) (8,82) (6,50) (0,95) (7,37) (6,04)
Total 136 77 106 95 414

Fonte: o autor (2018).

3.2 Coleta do material bioldgico e extragdo do DNA

Amostras de sangue foram coletadas de cabras, por meio de puncdo intravenosa
utilizando Vacuntainer®. O DNA dos animais foi extraido do sangue pelo método de resina
Chelex 100 (WALSH et al. 1991). A genotipagem da cabra foi realizada pela “Deoxi
Biotechnology Ltda,” Sociedade Empresaria Limitada de Aracatuba - SP, que oferece
servigos de gendémica em todo o mundo, e fornecem testes de DNA inovadores e acessiveis
para a descoberta e aplicagdo comercial de avangos genémicos, utilizando um painel de alta
densidade com 50k SNPs, Beadchip GoatSNP50, oriundo da estratégia combinada de usar
sequenciamento de proxima geracdo do genoma e mapeamento em uma montagem de
genoma contingente, complementada com ferramentas de projeto da Illumina sendo eficiente
na producéo deste chip GoatSNP50. (TOSSER-KLOPP et al., 2014).

3.3 Controle de Qualidade dos dados gendmicos

O controle de qualidade é primordial como etapa precedente nas analises de
associacdo gendmica. Para tornar as informacdes genotipicas mais confidveis, o controle de
qualidade foi realizado em 53,347 SNPs, numero total disponiveis no inicio das analises,
utilizando R® software, versdo 3.4.0 (R CORE TEAM, 2017). Na primeira filtragem, foram
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eliminados os 3,660 SNPs monomdrficos ou com posicdo desconhecida, sendo mantidos
49,687 SNPs. Para excluir os marcadores SNPs e amostras potencialmente problematicos os
seguintes critérios foram considerados e adotados para o controle de qualidade: MAF
(Frequéncia do Menor Alelo) inferior a 0,05, ou seja, é a frequéncia em que um determinado
alelo ocorre em uma dada populacdo, devendo variar entre 2-5%, dependendo do nimero de
amostras a serem genotipadas. Em uma analise de associacdo gendmica, alelos com
frequéncia baixa pode conduzir a erros, pois nao sdo informativos. Call Rate (porcentagem de
gendtipos validos) dos animais genotipados inferior 98%, permite a exclusdo de marcadores
que ndo estejam presentes em pelo menos 98% da populacdo. Reflete a qualidade da
genotipagem e é representado pela razdo entre o nimero de SNPs detectados pelo total
analisado, e aqueles que ndo estavam segundo as proporcdes esperadas do HWE (Equilibrio
de Hardy-Weinberg), p< 0,001. Os SNPs que apresentam desvios do Equilibrio de Hardy-
Windenberg (HWE) podem sinalizar problemas, como erros na determinagdo do perfil de
SNPs ou peculiaridades nos dados, o que tem levado esse pardmetro a ser utilizado no
controle de qualidade dos genétipos (SALANTI et al., 2005).

3.4 Analise de desequilibrio de ligacéo

A andlise de desequilibrio de ligacdo (LD) entre os marcadores foi realizada utilizando
0 pacote GASTON (PERDRY e DANDINE-ROULLAND, 2018). O parametro r* (HILL e
ROBERTSON, 1968) apresenta correlacdo quadrada entre alelos de dois locus SNP
separados. O r* é definido pela seguinte férmula:
2 D:
T T F@FBIF(4)f (8)

Onde, f(4,). F(B,).f(4;) e f(B;) sdo as frequéncias observadas dos alelos A;, B;, Aj e B,

respectivamente e, i e j sdo marcadores.

N 4NAA.EE + EENAAEE' + NAEE.E‘:] + NAEEZ‘.'

D=—— YT —2=f(A) = f(B)

Onde, N é o nimero total de animais, € Ny zs. Nasgy: Naggs and Ny g, S80 0S nUmeros

correspondentes dos genotipos AABB, AABD, AaBB e AaBb, respectivamente.
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O pruning (remogé&o de SNPs) foi realizado considerando um limite de r? = 0,2, em
distancia maxima de 50 Kb, objetivando-se a remoc¢do de SNPs que estavam em LD para

manter apenas 0s SNPs independentes para as analises seguintes.

3.5 Estudo de diversidade genética e estrutura populacional

As estimativas de heterozigosidade observada (H,) e esperada (He) foram calculadas
de acordo com Nei (1973). A estatistica-F foi determinada como explicado por Weir e
Cockerham (1984) usando os pacotes HIERFSTAT (GOUDET e JOMBART, 2015) e
ADEGENET (JOMBART, 2008; JOMBART e AHMET, 2011).

A variacdo genética entre pares de racas foi medida usando a distancia genética
angular (DA) (NEI et al., 1973). A metodologia de vizinhanca (NJ) foi usada para construir
arvore filogenética por meio do pacote APE (PARADIS et al. 2004).

O estudo da estrutura populacional foi realizado utilizando a abordagem multivariada,
a analise do componente principal (PC). A escala multidimensional foi utilizada para obter
uma visdo da estrutura genética das racas estudadas, utilizando o ADEGENET (JOMBART,
2008; JOMBART e AHMET, 2011) implementado em R® versdo 3.4.0 (R CORE TEAM
2017). Os trés primeiros PCs foram considerados para fazer a inspecao visual da relacédo entre

as ragas.
3.6 Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS)

As andlises de associacao entre os marcadores SNP presentes no chip HD goatSNP52
Beadchip com a prolificidade das cabras foram realizadas utilizando regressédo linear de
efeitos fixos de acordo com o seguinte modelo:
y=p+A+R+NP+¢

em que y é o vetor de observacdes dos fenotipos, p € a média geral de registros fenotipicos, A
é vetor contendo o ano de nascimento das cabras, R é 0 vetor contendo a raca da cabra, NP é o
vetor que contem o nimero de partos por fémea e £ é o vetor de residuos £~ N(0, I6%).

Apos a analise de associacdo genética os efeitos dos SNP foram apresentados em um
grafico (Manhattan Plot) para a visualizagdo da probabilidade de associacdo de cada SNP ao
longo dos cromossomos utilizando o pacote QQMAN (TURNER, 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos de validagao

Inicialmente foram incluidos 49.687 SNPs para cada raca e apds o controle de
qualidade 79,95%(AN), 73,52%(CA), 77,35%(MO), 88,60%(SA) SNP foram mantidos para

as analises subsequentes (Tabela 7).

Tabela 7 — NUmero de SNP incluidos inicialmente, nimero de SNP excluidos de
acordo com cada critério de controle de qualidade (Call rate, MAF e HWE) e niUmero
de SNP mantidos ap0s a aplicacdo do controle de qualidade por raca caprina

Raca SNP Call Rate MAF HWE SNP SNP
incluidos <0.98 <.05 <0.001 excluidos mantidos
AN 49.687 2.323 7.765 1.598 9.961 39.726
CA 49.687 3.499 9.690 1.454 13.155 36.532
MO 49.687 4.479 6.685 1.366 11.256 38.431
SA 49.687 2.404 3.061 1.596 5.662 44.025

Fonte: o autor (2018).

O call rate para as ragas Anglo Nubiana, Canindé, Moxotd e Saanen foram 94.79%,
92.42%, 90.36% e 94.57%, respectivamente. Portanto, a média de call rate para as racas
estudadas foi 93.04%, indicando maior perda de informacdo genética para as analises
subsequentes.

Durante a exclusdo de SNP, observando-se cada critério de controle, é possivel que
tenha ocorrido a sobreposicdo de eventos. Em outras palavras, € possivel que um SNP tenha
sido excluido para mais de um critério, como por exemplo para Call rate e MAF,
simultaneamente.

O controle de qualidade é um importante passo para utilizacdo de dados gendmicos do
tipo SNP, pois sua execucdo remove as fontes potenciais de viés, seja por erro de amostragem
ou por erros de procedimentos laboratoriais. A média de call rate para as racas estudadas foi
93.04%. Por outro lado, valores médios de call rate superiores foram reportados por kijas et
al. (2013), Lashmar et al. (2015) e Tosser-Klopp et al. (2014), os quais foram 99.5%, 99.6%,
99.9%, respectivamente, tornando-os mais informativos.

Em estudo de validacdo do Beadchip GoatSNP50 em uma populacdo de cabras

Angora sul Africanas, exploradas para producao de I&, Lashmar et al. (2015) mostraram que
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de 53,347 SNP iniciais, 43,759 (82%) permaneceram para as analises de validacdo
posteriores. Os critérios de controle de qualidade foram: exclusdo de SNP com call rate <0.98;
com MAF<0.05 e dos SNP que violaram o EHW (P<0.001).

De modo semelhante, Moura et al. (2015) mostraram que o Goat SNP50 Beadchip foi
informativo para a raga Marota, uma raga nativa brasileira. Nesse caso, 0s autores mostraram
que depois do controle de qualidade, do total de 53,347 SNP iniciais, 8,578 SNP (16.08%)
foram excluidos, deixando 44,769 (83.92%) para as analises seguintes. Os critérios
empregados por esses autores foram: call rate<0.95; MAF<0.05 e 1,36% descartados devido a
violagdo do EHW.

O estudo de validagdo da presente pesquisa mostrou que o painel Goat SNP50
Beadchip foi informativo, devido a sua ampla amostragem no genoma das populacdes
estudadas permitindo a realizacdo de estudos de diversidade genéticas, Genome-wide

Association (GWAS) e sele¢do gendmica.

4.2 Gendtipos

O ndmero de SNPs por cromossomo variou de 3,129 (Cromossomo 1) a 822
(Cromossomo 25), e eles estdo espalhados em todos os genomas, Figura 8. A distribuicdo da
MAF ap6s controle de qualidade mostra que a MAF média para todos os genotipos foi 0,286
e para cada raga foi 0,281, 0,275, 0,279 e 0,310 para AN, CA, MO e SA, respectivamente.
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Figura 8 — Numero de SNPs (barras verdes) e comprimento do cromossomo (barras

vermelhas) por cromossomo em cabras.
Fonte: o autor (2018).
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Os resultados mostraram que apds o controle de qualidade a proporgdo de SNP com

MAF> 0,3 foi de aproximadamente 60%, indicando grande diversidade genética na populacéo

estudada, Figura 9.
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Figura 9 — Distribuicdo da frequéncia do menor alelo por genoma inteiro de cabras das ragas
caprinas Anglo Nubiana, Canindé, Moxot6 e Saanen apds o controle de qualidade.

Fonte: o autor (2018).
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A distribuicdo de MAF por grupo genético (Figura 10) mostrou que quase 50%, 56% e
53% do SNP apresentaram MAF <0,3 para AN, CAN e MOX, respectivamente. J& a raga SA
apresentou aproximadamente 62% de SNP com MAF> 0,3, indicou maior diversidade que as

demais ragas estudadas.

BAN ECAN EMOX FSA
0,25

0,20

0,15

0,10

porcentagem de SNPs

0,05

0,00

Categoria de Menor Frequéncia alélica

Figura 10 — Distribuicdo de Menor Frequéncia alélica por genoma de acordo com as racas
caprinas Anglo Nubiana, Canindé, Moxoto0 e Saanen apds o controle de qualidade
Fonte: o autor (2018).

Apos o controle de qualidade a propor¢do de SNP com MAF>0,3 (60%) mostra a
existéncia de diversidade genética nesta populacdo estudada. A distribuicdo de MAF por
grupos genéticos mostrou que, com excecdo da raca Saanen, a metade dos SNPs tiveram
MAF<0,3. De forma que, a raga SA apresentou maior diversidade que as demais racas
estudadas. Os resultados apresentados por Lashmar et al. (2015), em caprinos da raca Angora,
mostraram que apds a filtragem do SNP com baixo MAF, 88,1% dos SNPs foram
polimérficos. Segundo Brito et al. (2017), a distribuicdo do MAF indica a proporcdo de SNPs
com alto polimorfismo (MAF> 0,3). Esses autores mostraram que, em uma populagdo de
ovelhas cruzadas neozelandesas, a propor¢do de SNP com MAF> 0,3 ap0s o controle de
qualidade foi de 39,27%.

4.3 Desequilibrio de ligacéo
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O numero de SNPs e LD (r?) entre marcadores adjacentes para cada cromossomo sao

apresentados na Tabela 8. A média r2 entre os SNP adjacentes foi de 0,127 + 0,168.

Tabela 8 - Desequilibrio médio entre os pares de SNPs adjacentes de acordo com o0
cromossomo e nimero de SNPs.

Média SD Distancia Média SD  Distancia

Crom  SNPs 2 ™ médiaMp) COM SNPSTTLT iy nédia (M)
1 3097 0133 0178 5000 15 1548 0126 0167  49.39
2 2692 0135 0477 4973 16 1509 0123 0163  49.46
3 2037 0133 0476 4974 17 1397 0121 0158  49.66
4 2269 0133 0176  49.69 18 1196 0122 0150  49.75
5 2134 0132 0475  49.62 19 1168 0125 0167  49.87
6 2200 0133 0177 4973 20 1422 0121 0159  49.66
7 2084 0131 0473  49.68 21 1355 0122 0159  49.76
8 2225 0133 0476  49.67 22 1117 0124 0163  50.01
9 1811 0132 0176 4963 23 971 0119 0156  50.23
10 2000 0130 0173 4976 24 1270 0125 0164  49.73
11 2037 0130 0173 4974 25 819 0124 0164  49.88
12 1665 0129 0171 4950 26 1002 0125 0164  50.19
13 1566 0125 0166  49.44 27 878 0125 0164  50.11
14 1840 0132 0175 4959 28 876 0125 0165  50.14
15 1548 0125 0166 4939 29 929 0126 0167  49.87
Total 47404 0127 0168  49.77

Fonte: o autor (2018).

Desequilibrio de ligacdo (LD) por raca e para todas as racas podem ser visualizados

nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11 - Declinio do desequilibrio de ligacdo para cada raca separadamente: Anglo Nubiana, Canindé,
Moxotd e Saanen.
Fonte: o autor (2018).
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Figura 12 - Declinio do desequilibrio de ligacdo para todas as ragas caprinas em estudo: Anglo Nubiana,
Canindé, Moxotd e Saanen.
Fonte: o autor (2018).

No presente estudo a exclusdo de SNPs em virtude do LD variou de 27% a 36% entre
as racas estudadas, Tabela 9. Os valores de MAF, HWE e Heterozigosidade (HZ) estdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 9 - Nimero de SNP incluidos no teste de desequilibrio de ligacdo (LD), nUmero
de SNP mantidos apds a aplicagdo do teste LD e porcentagem de SNP excluidos em
virtude do LD para as racas Anglo Nubiana, Canindé, Moxot6 e Saanen

Raca Antes pruning Apobs pruning Porcentagem de redugéo (%)
Ang.Nubiana 39.726 25.493 35,83%
Canindé 36.532 23.493 35,69%
Moxot6 38.431 26.511 31,02%
Saanen 44.025 31.875 27,60%

Fonte: o autor (2018).
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Tabela 10 - Valores medios de MAF, HWE e HZ antes e ap0s o teste de desequilibrio
de ligacdo (LD) para as racas Anglo Nubiana, Canindé, Moxotd e Saanen

Antes pruning Apobs pruning

MAF HWE HZ MAF p(sd) HWE HZ

H(sd) H(sd) H(sd) H(sd) H(sd)
Anglo 0,281 0,566 0,392 0,277 0,556 0,389
Nubiana (0,131) (0,315) (0,148) (0,132) (0,311) (0,150)
Canindé 0,275 0,566 0,390 0,272 0,555 0,388

(0,131) (0,316) (0,146) (0,132) (0,312) (0,147)
Moxot6 0,279 0,567 0,381 0,276 0,558 0,378

(0,128) (0,319) (0,137) (0,129) (0,315) (0,138)
Saanen 0,310 0,567 0,413 0,308 0,556 0,412

(0,121) (0,322) (0,133) (0,122) (0,319) (0,134)

Fonte: o autor (2018).

A média r2 entre os SNP adjacentes foi de 0,127 + 0,168. O desequilibrio de ligacao
reduz com o aumento da distancia entre os SNPs. Durante os estudos de estrutura de
populacdes e diversidade genética, como por exemplo o uso de analises de componentes
principais, o uso de SNPs independentes, obtidos por meio do LD pruning, é imprescindivel
para obtencdo de resultados sem vies. Diante disso, os marcadores que estavam em LD foram
removidos e os resultados indicaram a ocorréncia de baixo nivel medio de LD detectados.

Os valores médios de MAF, HWE e HZ antes e apds o teste de desequilibrio de
ligagdo (LD), pruning, foram semelhantes, indicando que os SNPs excluidos por LD eram

similares aos remanescentes.

4.4 Diversidade genética

A diversidade genética dentro das populacbes foi avaliada como uma medida de
heterozigosidade. A média para H. foi de 0,347 (variando de 0,314 a 0,396), enquanto a média
de H, foi de 0,354 (variando de 0,330 a 0,402). Nossos resultados mostraram que a
heterozigose esperada e observada (He; Ho) foi maior para a raga SA (0,3960; 0,4018) do que
AN (0,3408; 0,3446), MO (0,3380; 0,3418) e CA (0,3143; 0,3296), Tabela 11.



52

Tabela 11 - Heterozigosidade esperada (Hs) e observada (Ho), endogamia (Fis) para as ragas
Anglo Nubiana, Canindé, Moxoto e Saanen

Breed Expected Heterozygosity (He)  Observed Heterozygosity (Ho) Inbreeding (Fis)
Anglo Nubiana 0.34078949 0.34460925 0.00847701
Canindé 0.31428426 0.32958822 -0.03823605
Moxoto 0.33800652 0.34177168 -0.00788174
Saanen 0.39600685 0.40175759 -0.01279868
Media 0.34727175 0.354431685 -0.016375

Fonte: o autor (2018).

De acordo com Takezaki e Nei (1996) os marcadores devem ter uma heterozigosidade
média variando de 0,3 a 0,8 na populacdo para indicar a existéncia de variabilidade genética.
Nossos resultados mostraram que a heterozigose estava dentro desse intervalo. A
heterozigosidade esperada da raca Saanen dessa pesquisa foi semelhante aquela (H.=0,40)
relatada por Visser et al. (2016) em caprinos da raca Angora.

A existéncia de diversidade genética verificada nas racas especializadas (AN e SA),
provavelmente, tenha sido devido ao fato de pertencerem a grupos genéticos consolidados, 0s
quais possuem maior numero efetivo de animais e reprodutores, contribuindo para baixos
indices de endogamia. Além disso, no manejo reprodutivo desses grupos genéticos sdo
efetuados com acasalamentos orientados visando minimizar o coeficiente de endogamia. Por
outro lado, em geral, o registro das informacdes de parentesco entre animais nas ragas nativas
é precario, acarretando dificuldades no planejamento de acasalamentos visando menor
inbreeding das progénies. De forma que, nas populagbes nativas, os acasalamentos entre
individuos mais aparentados que a média da populacdo sdo mais frequentes refletindo em
menor variabilidade genética desses grupos.

Entretanto, ambas as He e H, ndo foram muito diferentes entre si para todas as racas,
indicando a ndo ocorréncia de perda ou fixacdo de alelos. O déficit de heterozigosidade (Fis)
variou entre 0,0085 (Anglo Nubiana) e -0,0382 (Canindé), sendo valores reduzidos, revelando
também haver considerdvel diversidade genética nessas populagdes. Resultados semelhantes
foram relatados por Visser et al. (2016), que mostraram um Fis variando entre -0,0029 a -
0,051 na Africa do Sul, em caprinos da raga Angora franceses e argentinos.

Os valores negativos refletem que a heterozigosidade observada foi maior do que a
esperada. A estatistica Fis tem importante papel no delineamento de programas de
conservacdo das racgas locais, pois indica o nivel de diversidade genética entre 0s grupos.

Esses resultados mostraram que a diversidade genética tem se mantido nas ragas estudadas.
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Principalmente a raca Saanen, a qual embora seja submetida a programa de selecdo,
apresentou baixo nivel de inbreeding. Provavelmente, esse fato seja decorrente do monitorado
dos acasalamentos para evitar a ocorréncia de altos niveis de endogamia. Valores semelhantes
de He, H, e Fis (0,3819, 0,3797 e — 0,0027) para a raca Marota, outra raga caprina nativa
brasileira, foram reportados por Moura et al. (2015). Nesse caso, também foi verificada a
ocorréncia de diversidade genética dentro daquela populacéo.

Embora seja dificil comparar esses resultados com os resultados de outras pesquisas,
as quais tenham utilizados métodos diferentes. A maioria dessas apresentam valores mais
elevados para as heterozigosidades esperadas e observadas, quando comparados com 0s
resultados apresentados nessa pesquisa. Provavelmente, isto pode ser devido ao uso de
marcadores com diferentes potenciais de deteccao de regides gendmicas. Por exemplo, Ginja
et al. (2017), trabalhando com 27 racas caprinas, usando microssatélites (SSR), relataram
médias para H,=0,591 e H.=0,640. Dixit et al. (2010), em seis racas caprinas indianas,
utilizando analise de microssatélites, revelaram valores mais altos de heterozigosidade
esperada, os quais variaram de 0,61 a 0,73. Da mesma forma, em uma pesquisa com racas
brasileiras (Azul, Moxotd, Marota, Canindé, Repartida e Grauna), Rocha et al. (2016)
revelaram maior diversidade genética, apresentada pela heterozigosidade meédia esperada
(He), que variou de 0,57 (Azul) a 0,66 (Repartida). Esses autores também mostraram maior He
para outros trés grupos caprinos: padrdo genético indefinido, ragas exoticas (Alpina, Anglo
Nubiana, Boer e Saanen) e espanholas (Murciana, Murciana-Granadina e Granadina), cujas
médias foram de 0,71, 0,66 e 0,68, respectivamente.

Elevados valores de Fis (inbreeding) podem ser resultantes dos desvios da frequéncia
genotipica causando a violagdo do EHW. No presente estudo, 0s quatro grupos genéticos

estudados apresentaram baixos valores de Fis e, portanto, o EHW néo foi violado.

4.5 Distancia genética

Os pares de distancia de Nei (DA) entre os grupos raciais foram: 0,172 (AN e CAN);
0,151 (AN e MOX); 0,128 (AN e SA); 0,055 (CAN e MOX); 0,139 (CAN e SA) e 0,118
(MOX e SA). Esses resultados permitiram a construcéo da arvore Neighbor-joining a partir da
matriz de distancia genética DA (Figura 13). As ragas locais (MO e CA) e raca especializada
(SA e AN) apresentaram dois clusters distintos.



54

Figura 13 - Arvore filogenética dos grupos genéticos baseada nas distancias
genéticas padrdo de Nei.
Fonte: o autor (2018).

4.6 Andlise de componentes principais

A estrutura populacional das racas estudadas foi explicada por meio de abordagem
multivariada. Os dois primeiros componentes explicaram 84,48% da variabilidade total. O
primeiro eixo explicou 62,71% da inércia, enquanto que o segundo eixo explicou 21,77% da
inércia, separando as racas locais (CA e MO) das racas especializadas (AN e AS) em grupos
distintos, Figura 14.a.
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SA

Figure 14.a. Scatter plot of first two Principal component for
AngloNubian (Blue) Canindé (Red), Moxoto (Yellow), Saanen
(Green).

Fonte: o autor (2018).

O diagrama sccater plot tridimensional, com base na matriz de parentesco genémica,
permitiu uma inspecao visual mais detalhada da relagdo genética entre as racas estudadas
(Figura 14.b). Os trés primeiros componentes explicaram 88,78% da variabilidade total
(Figura 14.b). O primeiro eixo (62,71%) distinguiu as ragas locais brasileiras das ragas
especializadas, e 0 segundo eixo (21,77%) separou AN e SA em grupos distintos. O terceiro
explicou 4,30% da variabilidade total e separou CA e MO em grupos distintos.

De modo semelhante, o dendrograma (Figura 15) e Heatmap (Figura 16) apresentam

diagramas que também permitem a visualizacdo da distingdo dos grupos genéticos em estudo.
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Figura 14.b - Sccater plot tridimensional baseado na matriz de
parentesco gendmica para as racas Moxoté (Amarelo), Canindé
(Vermelho), Saanen(Verde) e Anglo Nubiana(Azul).

Fonte: o autor (2018).
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Figura 15 - Cluster baseado na matriz gendmica para 0s caprinos das racas Moxot6 (verde),
Canindé (Vermelho), Saanen (Azul claro) e Anglo Nubiana (Azul).
Fonte: o autor (2018).
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T N o

SA

Figura 16 - Heatmap baseado na matriz gendmica para as cabras Moxotd,
Canindé, Saanen e Anglo Nubiana
Fonte: o autor (2018).

Os valores 6timos para k baseados na estatistica Gap e na soma dos quadrados totais
foram k = 4 de acordo com a estatistica ad Koc AK (EVANNO et al., 2005), Figura 17. O
valor k foi usado para analisar o Cluster Bayesiano.
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Figura 17 - Ndmero 6timo de cluster com base na estatistica Gap e
no total na soma do quadrado.
Fonte: o autor (2018).

O agrupamento hierarquico de dados foi implementado pelo software Admixture, que
estima a ancestralidade de forma baseada em modelos a partir do painel SNP autossémico
formando um conjunto de individuos néo relacionados. Os dados foram plotados em ordem de
ancestralidade fracionaria que eles compartilnaram com outras ragas, Figura 18.
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Figura 18 - Estrutura genética estimada para K = 4 usando o programa STRUCTURE em
quatro racas de caprinos.



Fonte: o autor (2018).
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Andlise de componentes principais (PCA) foi realizada para inspecdo das relagbes
dentro das populacBes estudadas. Esta analise mostrou que 0s grupos raciais formaram
clusters distintos e populagdes foram claramente separadas. Esses resultados eram esperados,
pois certificam que as racas nativas estdo, geneticamente, mais distantes das ragcas melhoradas
e mais proximas entre si. Esse fato pode ser explicado, em virtude de as ragas especializadas
terem sido introduzidas, mais recentemente, no Brasil do que as ragas nativas. De forma que,
as ragas nativas, durante o periodo de aproximadamente cinco séculos, ficaram expostas a
acao do processo de selecédo natural.

Os resultados do diagrama Sccater plot mostraram o agrupamento distinto entre as
racas nativas brasileiras e as racas especializadas, mas, além disso, mostraram que as racas
nativas brasileiras, Moxoté e Canindé, sdo geneticamente distantes entre si, havendo nitida
distingdo entre elas. A razdo para a distancia genética entre essas racas, pode ser resultado do
distinto histérico de formacdo quanto a localizacdo, estrutura genética e diferenca entre 0s
grupos genéticos precursores.

Além disso, os resultados mostraram haver distancia genética entre as racas Saanen e
Anglo Nubiana. Isto também era esperado por que essas ragas sdo oriundas de regides
distintas da Europa. Enquanto a raca Saanem é oriunda da Europa continental, a Anglo
Nubiana é oriunda de cruzamentos orientados entre cabras inglesas e carneiros africanos.
Essa, provavelmente, pode ser a razdo para a distdncia genética entre essas racas
especializadas estudas.

O agrupamento hierarquico de dados foi implementado pelo software Admixture, que
estima a ancestralidade de forma baseada em modelos a partir do painel SNP autossomico
formando um conjunto de individuos ndo relacionados. Os dados foram plotados em ordem de
ancestralidade fracionaria que eles compartilnaram com outras racas, Figura 18. Como o
grafico de dispersdao multidimensional baseado na matriz de relagdes gendmicas, a analise
estrutural mostrou quatro populag6es individuais alocadas em quatro grupos distintos, como
era esperado. Embora haja alguma mistura entre eles, as populacdes sdo distintas e ndo ha
violacdo de HWE. Por outro lado, podemos identificar alguma transferéncia de material
genetico entre eles. Por exemplo, provavelmente a raga MO teve ascendéncia comum com
SA, e CAtalvez recebeu genes da AN.

O agrupamento dos animais em quatro grupos genéticos no cluster mostra que essa
topologia foi consistente com os resultados da PCA, evidenciando a presenca de material
genetico comum entre 0s grupos raciais. Esses resultados revelaram que a raca Saanen,
provavelmente, teve participacdo na formacgdo das racas Moxotd e Canindé. Resultados

semelhantes foram apresentados por Rocha et al. (2016) revelando forte influéncia genética da
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raca Saanen sobre as racas locais brasileiras Azul, Moxot6, Canindé, Repartida e Gralna,
exceto para a raca Marota. Esses autores relataram ser comum o uso de bodes oriundos de

racas exoticas em cabras de ragas locais, visando melhorar o potencial leiteiro dessas racas.

4.7 Anédlise de associagdo genémica (GWAS)
4.7.1 Validacgao do teste estatistico com os QQ plots

Os graficos QQ plots foram elaborados visando verificar a distribuicdo geral do teste
estatistico e avaliar o grau de ajuste do modelo para essa analise. Partindo do principio que a
maioria dos SNPs ndo estdo associados com a caracteristica, 0 QQ plot correspondente
deveria seguir 45° da linha y=x para confirmar o bom ajuste da distribui¢do de observado para

esperado. Nossos resultados para 0 QQ plots estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Quantile-quantile plots do estudo de associagdo gendmica ampla SNP por
SNP em cabras Anglo Nubiana, Canindé, Moxoté e Saanen.
Fonte: o autor (2018).
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4.7.2 Analises de associacdo gendmica ampla — GWAS

As anélises de GWAS foram realizadas para todas as racas e a matriz genémica (“G”)
ndo foi incluida nas andlises. Em geral, o uso da matriz G de parentesco visa corrigir 0s
dados para os efeitos de subgrupos dentro das populagdes proporcionando melhor ajuste dos
dados para associacdo entre fen6tipo e marcadores moleculares. Entretanto, nesse estudo,
devido ao pequeno tamanho amostral, acreditamos que a utilizagdo da matriz G poderia estar
removendo grande parte da variabilidade, a qual seria importante para o estudo de associacéo.

O Manhattan plot esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20 — Genome-wide Manhattan plots do estudo de associacdo Genoma-ampla das analises SNP por SNP
para as quatro racas caprinas: Anglo Nubiana, Canindé, Moxot6 e Saanen. O Manhattan plot mostra a
combinacgdo entre [-log10(p)] no eixo y verso a posicdo do SNP no genoma da cabra o eixo X, ordenado por
nimero do cromossomo. A linha preta representa um p valor de 0,00001 Genome-wide threshold.

Fonte: o autor (2018).

De acordo com o Manhatan plot, considerando um treshold (limite) p-value ajustado
por Bonferroni (p=0,05/N° de marcadores) ndo houve a presenca de SNPs significativamente
associados com a prolificidade. Esse fato pode ter sido devido ao pequeno numero de

observacdes disponivel para as analises.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O painel Goat SNP50 Beadchip foi informativo para as ragas Anglo Nubiana, Canindé
e Moxotd, devido a sua ampla amostragem no genoma dessas populacdes permitindo a
realizacéo de estudos de diversidade genética, estrutura de populacdes.

As heterozigosidades esperadas e observadas (He e H,) foram similares entre si para
todas as racas gerando baixos coeficientes de endogamia para todas as racas, revelando a
existéncia de diversidade genética nas popula¢es em estudo.

A estrutura genética mostrou que os quatro grupos raciais foram distintos, embora

tenha sido identificado a transferéncia de algum material genético entre eles.
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Abstract. Litter size, or prolificacy, in goats is defined as the number of kids born per doe
kidding. Improving litter size through selection not only directly enhances producer
profitability as more progeny can be marketed but can also increase genetic gains in other
traits due to greater selection intensity. However, most traits associated with reproduction
have a low heritability and genetic improvement will be slow if selection is based on one or
few phenotypic records. In the absence of a genetic evaluation program with extensive
pedigrees and performance recording, phenotypic selection for litter size is not promising.
Advances in molecular genetics techniques may serve as an alternative to increase genetic
progress in prolificacy. Several techniques have been developed to elucidate the mechanisms
involved in phenotypic expression on a DNA level. Although recent research has identified
genomic regions associated with several production traits in goats, litter size has not been
extensively researched. Nevertheless, recent advancements in molecular genetic techniques
has created new opportunities for the improvement of litter size in goats. The development of
next generation molecular tools to identify genomic genetic variate has become possible to
apply the whole-genome scanning technique, genome-wide association study (GWAS) and

genomic selection to improve goat prolificacy.

Keywords: Capra hircus; prolificacy; genome-wide; Single Nucleotide Polymorphisms;

molecular markers

1. Introduction
World goat population has 1.06 billion head having a strategic position in agribusiness

scenario and social programs almost around the world. This livestock sector represents an
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important source of protein, combating poverty and food insecurity mainly in the countries
that hold the largest herds of goats, Asian (58.5%) and Africa (34.5%), FAO (2017).

Although, dairy goats are concentrated in low-income, food deficit countries, where
their products are a key food source, they are also present in high-income, technologically
developed countries (Pulina et al. 2018). The Mediterranean area is the main goat milk and
goat cheese producer (18%) outside of India (22%), which has the greatest goat milk volume
of all countries, (Dubeuf et al. 2004). France, Greece, Italy, and Spain are countries that stand
out in dairy goat worldview and lead the international market for goat dairy products. These
countries have productive models based on the use of specific breeds and “Protected
Denomination of Origin” cheeses produced according to traditional recipes and currently
appreciated as ingredients of healthy diets. The current production situation shows substantial
room for improvement, and relevant increases in milk production (from 30 to 50%) are
expected by 2030 (Pulina et al. 2018).

Despite its growth and the recognized socioeconomic value, most of goats rearing in
the world presents low productivity indexes due to the low reproductive and productive
performance of animals (Devendra 2013). Improvement of reproductive performance in
livestock species increases the number of available offspring and total farm revenue.
According to Ahlawat et al. (2015a), improving reproductive rate of low producing goat
breeds could potentially overcome the gap between demand and production of meat. Thus,
prolificacy deserves special attention for selection programs because it can lead to improved
profitability. This trait refers to the average number of kids born per doe kidding and has a
positive impact on total animals marketed and replacement rate. In general, small ruminants
have a greater frequency of multiple births than other domestic livestock species (Hafez and
Hafez 2011). Past research has shown that the average litter size in goats is greater than 1,

varying from 1.30 to 2.37, Table 1. This characteristic of goats constitutes an excellent
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opportunity to increase the income of the productive system by increasing the number of
progenies per reproductive cycle.

Due to its variability, which depends on genetic (Hamed et al. 2009) and non-genetic
effects (Sarmento et al. 2010; Haldar et al. 2014), selection for litter size is feasible.
Improving litter size in goats also increases the number or animals available for replacements
and consequently increases selection intensity. Therefore, improving litter size can also
increase annual genetic progress in other economically important goat traits (Sarmento et al.
2010; Santos et al. 2013). However, the improvement of reproductive traits by traditional
selective breeding methods has proven to be difficult due to their sex limited nature and low
heritability, which varies from 0.08 to 0.18 (Hamed et al. 2009; Gunia et al. 2010; Santos et
al. 2013; Menezes et al. 2016). While rapid rates of genetic progress for growth-related or
milk traits have been achieved in small ruminants, a relatively lower rate of progress is
possible for traits that are measured later in the life of females, such as reproductive ability
(Mrode et al., 2018).

Molecular genetic techniques are promising because they have the ability to analyze
genetic variability on the DNA level by detecting causal genes for reproductive characteristics
(Ahlawat et al. 2015a). These technologies have progressed rapidly in recent years and have
been successfully adapted to animal selection methods. They are used to identify loci
responsible for genetic variation in quantitative traits. Major genes have a pronounced
phenotype expression and they can be identified from candidate gene studies or genome-wide
association study (GWAS). The candidate approach quantifies the association between a
trait’s phenotypic variation and one or more genes.

Genomic scanning is based on genotyping the whole genome with markers scattered
throughout. The association between the marker alleles and the trait phenotypic variation have

been established. According to Georges (1999), fine-mapping methods are being devised to
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refine the initial map positions of the quantitative trait loci to the point required for marker
assisted selection. Marker Assisted Selection (MAS) uses genetic markers which are applied
jointly with traditional selection methods to obtain more accurate predictions of genetic merit.

Advances in molecular biology has become possible the discovery of unprecedented
levels of genomic variation, and consequently, the development of various single nucleotide
polymorphisms (SNPs) chips for genotyping purposes. As a result of these advanced, the
molecular information has been incorporated in small ruminants breeding programmes in
developed countries to accelerate the rate of genetic progress, Mrode et al. (2018). One of the
first studies that utilized the 50K SNP Beadchip in dairy goats revealed many genomic
regions associated with economically important traits such as protein and fat yield, Maroteau
etal. (2013).

In addition, other approaches have been developed aiming to accelerate genetic
progress in goat breeding, such as genomic selection (Mucha et al. 2015; Mucha et al., 2017)
and signatures of selection (Brito et al., 2017). This review aims to present some advances of

molecular-based methods applied to improvement of litter size in goats.

2. Dense maps of Single Nucleotide Polymorphisms and validation studies

Early research used Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) markers
associated with economically important traits of domestic animals. Later, the discovery of the
Simple Sequence Repeats (SSR) and development of DNA sequencers made the detection of
allelic variations possible. After that, Single Nucleotide Polymorphism (SNP) genotyping
decreased the cost and increased the accuracy of discovery. The SNPs markers are based on
changes in nitrogenous single chain bases (Adenine, Cytosine, Thymine and Guanine). After

identifying the genomes of economically important livestock species and the mapping their
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haplotypes, technologies were developed for the mass genotyping of hundreds of thousands of
SNPs markers (Caetano 2009).

These advances in molecular genetic techniques provide the development of dense
SNP and high-throughput sequencing. Although microsatellite markers have greater
polymorphism on a per-marker basis, they are not as abundant as SNPs because they lack
sufficient coverage across the genome and have limited automation options (Vignal et al.
2002). Research that investigated genes with a greater effect on the mechanisms involved in
goat prolificacy (Ahlawat et al. 2016; Thomas et al. 2016; Ariyarathne et al. 2017) obtained
limited results due to narrow approaches because they did not have enough coverage and not
had a lot of automation options.

Therefore, the use of SNP genotyping through high-processing platforms allows the
generation of information in a single test of millions of base pairs, making this process more
advantageous in terms of cost per base and time savings when compared to other marker
classes. These techniques have favored studies of association and genetic mapping, genomic
selection, diagnostic tests for confirming paternity and individual identification.

The sequencing of the goat genome by Dong et al. (2013) was a significant
advancement of molecular genetics in this field. The GoatSNP50 Beadchip’s development is
an example of this advancement. It has 53,347 equally spaced SNPs and segregates with high
to moderate frequency in the Alpine, Boer, Crioulo, Katjang, Saanen and Savana breeds
(Tosser-Klopp et al. 2014). This high-processing platform was developed by the International
Goat Genome Consortium (IGGC) and gives support to Genome Wide Association Studies
(GWAYS), prediction of Genomic Breeding Values (GBV), and the incorporation of this
information in goat selection programs.

During the development of the genotyping array, only six goat breeds (Alpine, Boer,

Crioula, Katjang, Saanen and Savana) were included. Hence, it is necessary to apply



83

validation studies to different breeds. For instance, Lashmar et al. (2015) validated the use of
the GoatSNP50 Beadchip in South African Angora goats, which were explored for fiber
production. These authors concluded that 46,983 SNPs (88.1%) of the 53,347 available SNPs
were polymorphic (MAF>0.05). After quality control, 3,960 SNPs were filtered for further
analysis for violation of Hardy-Weinberg and for call-rate parameter thresholds, leaving
43,759 (82%) to be validated for downstream analysis. Similarly, Moura et al. (2015) showed
that the GoatSNP50 Beadchip was effective for the Marota goat, a Brazilian native breed.
These authors showed that after quality control, 8,578 SNPs (16.08%) were filtered, leaving

44 769 (83.92%) to be validated for downstream analysis.

3. Major genes for goat prolificacy

The most common methods used to identify genetic markers are candidate genes and
genomic scanning. Loci with moderate to large effects on the expression of a gquantitative
traits are called Quantitative Trait Loci (QTL, Geldermann 1975). The candidate gene
approach characterizes the relationship between a sequenced gene of known biological action
and the development or physiology of a given trait (Rothschild and Soller 1997). Many
regions of the goat genome that are associated with economically important traits were
detected after the development of a dense microsatellite linkage map for Capra hircus
(Vaiman et al. 1996) and linear regression methods to detect QTL in relatives (Koning et al.
1998). Marrube et al. (2007) used microsatellite markers to detect chromosome segments
associated with conformation traits in Angora goats. Both Marrube et al. (2007) as well as
Cafio et al. (2009) also utilized microsatellite markers and found QTLs affecting Angora
fleece traits. The segregation of QTL influencing mohair production and preweaning growth
traits in South African Angora goats was investigated by Visser et al. (2011, 2013),

respectively.
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More recently, major genes have also been identified from GWAS using the 50K SNP
chip. With the decrease of sequencing and genotyping costs, and the increase of genomic
studies in small ruminants, it is expected that many more major genes and causal mutations
will be available in the near future (Rupp et al. 2016). GWAS is a technique that uses high
density markers located throughout the genome to identify regions associated with a trait,
without prior knowledge of mutations responsible for the variation in phenotype. The markers
for this type of genomic analysis are SNPs because they allow ease of genotyping on high-
definition platforms, although they have a high mutation rate and Mendelian inheritance
(Guimaraes et al., 2013).

Genome-wide association studies are based on the assumption that a causative
mutation for a given phenotype is in linkage disequilibrium (LD) with adjacent markers in the
various families of a population. This LD remains even after several generations of genome
crosses and recombination, allowing for the use of these markers in a wide scan of the
genome, regardless of the design of segregating families. In order to capture all the
chromosomal sequences in weak LD with small effects, a high-density map is necessary. The
gains of reliability provided by molecular information are lower in sheep and goats than for
cattle, which is probably due to rate lower linkage disequilibrium (LD) in small ruminants.
This can be resulted from higher effective population size and inclusion of crossbreds in
sheep and goats during data analysis. Lower LD indicate that, for some breeds, the addition of
new genotypes is mandatory and that a denser SNP panel than the current 50K Beadchip
could be beneficial (Rupp et al., 2016).

Several studies of GWAS have already been carried out on some species of domestic
animals, such as dairy cattle (Ismail et al. 2017), beef cattle (Santiago et al. 2017), swine (Van
Son et al. 2017) and sheep (Berton et al. 2017). Currently, there are already some researches

that apply GWAS approaches in goats. For instance, Martin et al. (2016) conducted a GWAS
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in French Alpine and Saanen goats using logistic polygenic models and estimated genetic
parameters of the presence of supernumerary teats, and Martin et al. (2017) identified two
new mutations in Dgatl associated with reduced milk fat content. Mucha et al. (2017)
investigated the SNPs associated with milk yield and udder, teat, feet, and leg in crossbred
dairy goats.

Litter size trait is complex quantitative trait that involves multiple genes and loci
incorporating environmental factors, maternal effects such as maternal age, intrauterine
environment and others. So, identification of the whole candidate genes and loci associated
with prolificacy becomes a challenge of modern genetics. Due to the multiple contribution of
genes in the complex quantitative litter size trait, previous studies concentrated on the
association of one or few number genotype polymorphism(s) in reproductive related genes
such as KISS, GDF9, POU1F1 and others may not lead to obvious improvement. High
throughput screening for multiple genotype polymorphism combination become more and
more important. However, due to the limitation of costing and experimental design, further
verification of the newly found variations in large group is necessary Lai et al. (2016).

Several genomic regions with major effects have been associated with litter size in
goat using different methods, such as PCR, RFLP, SSR and whole-genome scanning, Table 2.

Currently, whole-genome sequencing and GWAS are used to explore genetic variants
strongly associated with production traits. However, numerous potential genes identified by
GWAS have not been fully verified. To address this problem, methods which combine
GWAS analysis results and MAS to screen for critical genetic variations (Martin et al., 2017)
in large livestock populations have been developed, Cui et al. (2018).

Besides the mentioned approaches, Miao et al. (2016) used the RNA-Seq technology
to perform genome-wide sequencing of the mRNAs prepared from the ovaries of the Jining

Grey goat (high prolificacy) and Laiwu Black goat (lower prolificacy). These authors
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predicted 3493 candidates as new genes, and 742 genes were differentially expressed between
these two goats. A functional annotation of these genes identified various biological functions
and signaling pathways that hold clues as to which genes might be involved in regulating goat

fecundity and prolificacy.

4. Genomic Selection on prolificacy in goats

Reproduction traits generally have low heritability and do not exhibit large responses
to phenotypic selection. Therefore, inclusion of genetic information of the genes associated
with reproductive ability could enhance selection response. In this sense, genomic best linear
unbiased predictions (GBLUP) of breeding values can be promising tools for genetic
improvement of goat reproductive performance.

Regarding the litter size of goats, selection programs have generally considered only
the phenotypic and pedigree information of the animals (Shrestha and Fahmy 2007;
Mohammadi et al. 2012; Castafieda-Bustos et al. 2014; Zhou et al. 2014). Due to the low
heritability for litter size (0.08 to 0.18), its rate of genetic improvement is slow (Hamed et al.
2009; Gunia et al. 2010; Santos et al. 2013; Menezes et al. 2016). Therefore, the inclusion of
genomic information in the genetic evaluation of prolificacy in goats would greatly increase
the accuracy of selection. According to Amills et al. (2017), the implementation of these new
molecular technologies, such as whole-genome sequencing and genome-wide genotyping,
allows for exploration of caprine diversity at an unprecedented scale, thus providing new
insights into the evolutionary history of goats. Genomic selection and genome editing can also
be applied to the improvement of traits that cannot be modified easily by traditional selection.

In traditional methods of genetic evaluation, breeding values are predicted using only
pedigree information, and this results in lower accuracy. On the other hands, genomic

evaluation methods can substantially improve the accuracies of GBV estimation when applied
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to small ruminants and therefore accelerate response to selection. The basic building blocks
for conventional breeding programs for small ruminants in most developing countries are
lacking. So, genomic information can help overcome some of the limitations through parent
verification using the genomic matrix for estimations of GBV (Mrode et al. 2018).

Indeed, the accuracy of methods that use only phenotypes of the genotyped animals
and ignore records of the non-genotyped part of the population (e.g., GBLUP and BLUP-
SNP) is limited when the reference population is small, Rupp et al. (2016). Therefore, a
single-step approach is the recommended method for such small reference populations.
Single-step combine all of available phenotypic, pedigree, and genomic information in a
single-step procedure to calculate genomic breeding values (Legarra et al., 2009) avoiding
bias in the estimation of GBV due to the preselection of candidates (Rupp et al., 2016).

Using Illumina 50K caprine chip, Mucha et al. (2015) estimated GBV for milk
production in crossbreed dairy goats genotyped. They compared two methods for estimation
of GBV, BLUP at the single nucleotide polymorphism level (BLUP-SNP) and single-step
BLUP. Results showed that single-step approach had higher accuracy of GBV in comparison
with BLUP-SNP. In a genetic evaluation study in Spanish goats, Molina et al. (2018) related
that the correlation between A (pedigree relationship matrix) and G (genomic relationship
matrix) was 0.826, and the correlation between BV and GBV was 0.989. These authors,
showed an increase of 1.06% in the average reliability of estimates in the Single Step

Genomic BLUP compared to the traditional BLUP evaluation.

5. Future Perspectives
The advancement of molecular genetic techniques has made significant contributions

to the progress of animal selection. Whole-genome scanning and genome-wide association
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study have shown greater accuracy in identification of major gene related with litter size in
goats.

The use of genomic matrix in the estimation of the GBV contribute strongly to
accelerate the genetic gain by selection. These approaching can promote great impact for litter
size of goats, because they offer quick wins in relationship verification. This can help
overcome problem of pedigree inconsistence, once in general, most of small ruminant flock
has weak genetic connection due to it unsuitable pedigree. So, GBV prediction provides a
greater accuracy in goat litter size selection. This not only results in a greater number of
progenies, but also allows higher selection intensity for all other traits considered in a
selection program.

Evidence has shown that the use of genomic information in selecting for goat litter
size creates the opportunity to increase genetic gains. However, these technologies are

underutilized in goats and more multidisciplinary research in this area must be carried out.
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Table 1 — Average little size in goat according to breed and country

Breed Country Little size Authors
Alpina Italia 1.60 Gongcalves et al. (2008)
Anglo-Nubiana Brasil 1.90 Cardoso et al. (2018)
Black Bengal india 1.75 Haldar et al (2014)
Creole Franch 2.10 Gunia et al. (2010)
Jining Grey China 2.37 Feng et al. (2011)
Laoshan China 1.70 Lai et al. (2016)
Crossbreed (Pardo
] ) 1.49 Sarmento et al. (2010)

Alpino X Brasil

) 1.40 Santos et al. (2013)
Gurgueia)
Saanem Brasil 1.50 Leal et al. (2018)
Toggenburg Brasil 1.75 Leal et al. (2018)
Zaraibi Eqito 1.60 Hamed et al. (2009)
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Table 2 — Candidate genes, role of regulatory genes in little size in goat according to breed

ROLE OF REGULATORY GENES IN LITTLE BREED AUTHORS
GENE MUTATION
SIZE
It is a key enzyme associated with melatonin (MLT) Beetal, Barbari, Black Bengal, Malabari, Sharma et al.,
AA-NAT  CB825T, C1249T  hiosynthesis being critical for animal reproductive system Osmanabadi, Sangamneri, Jakhrana, Ganjam, (2015b)
(Sharma et al. 2015b) Sirohi
G751T, G752C, ) ) . o Zaraibi, Baladi, Damasco, Alpino Heikal et al
Regulates granulosa cell proliferation and differentiation by
A757C, G760C, ] o ] ) (2017)
promoting granulosa cell mitosis, suppressing follicle-
G762A, G762T, ] ] ) . ] .
BMP15 stimulating hormone receptor expression and stimulating kit
G769C, G769A ) ] ) ) )
ligand expression, all of which play a pivotal role in female i
o Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
G735A, C808G fertility in mammals (Juengel et al., 2002) . ] ]
Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2016)
BMPRLB T242C Plays an important role for increase in ovulation rate and Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
litter size (Souza et al., 2001) Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2015b;2016)
Modulate the granulosa cell (GC) function in the follicle of Barbari, Beetal, Black Bengal, Malabari, Sharma et al
BMP4 G1534A domestic animals (Rajesh et al., 2018) Jakhrana, Osmanabadi, Sangamneri, Sirohi,  (2013)
Ganjam
It is important in the regulation of GnRH secretion and onset  Chuandong White, Guizhou white, Gulinma Wang et  al.
CART C539A
of puberty (Boone et al., 2008) (2011)
Expressed in goat ovary, which may produce several key Shaanbei, Cashmere Wang et al
CSNS1 CSN1S1 hormones changes related to production traits (Wang et al., (2018)
2018)
Plays a key role in the regulation of gonadal function and Boer, Matou, Boer—Matou crossbred Zhang et al
FSHB A2645G

follicle development in mammals (Aerts and Bols, 2010)

(2011b)
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Relays neuronal signals from the hypothalamus to the

gonads and keeps the endocrine balance in the reproductive

Jining Grey, Boer and Inner Mongolia
Cashmere

Guo et al. (2013)

FSHR T70A, G130C axis maintaining the follicle growth, development,
differentiation, and maturation as well as spermatogenesis
(George et al., 2011)
Plays a crucial role in early folliculogenesis and its Jining Grey, Guizhou White, Boer, Feng et al. (2011)
G3288A, G423A, mutations can increase the ovulation and infertility in female Lianoning Cashmere
A959C, G1189A  mammals
GDF9 C818T, A959C, Barbari, Beetal, Black Bengal, Jakhrana, Ahlawat et al.
G1189A Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam (2012, 2016)
(Otsuka et al., 2011) _ _
Jinning Grey, Boer, Wendeng Dairy, Chu et al (2011)
C183A, C336T — .
Liaoning Cashmere and Beijing native
This hormone is a peptide hormone that is produced from the Boer, Matou Zhang et al
anterior pituitary. Acts on the development of small antral (2011a)
GH A781G, A1575G ) ) )
follicles in the gonadotrophin-dependent stages and
stimulating oocyte maturation (Silva et al., 2009)
Jining Grey, Angora, Boer, Inner Mongolia, Chu et al. (2009
—— g Grey, Ang 9 (2009)
Cashmere
It is a key regulator of the reproductive system, which Boer Yang et al. (2011)
G891T, G757A _ _ _
triggers the synthesis and release of the LH and FSH in the
GNRHR

AT730G, G757A,
G891T

G29T

pituitary gland, that in turn regulate the production of

gametes and gonadal hormones (Naor, 2009)

Local goats in Sri Lanka

Ariyarathne et al.
(2017)

West African Dwarf

Bemji et al
(2018)




G - protein-coupled receptor (GPR54) acts as a cognate
receptor for a family of neuropeptides called kisspeptins,

Black Bengal

Ahlawat et al.

(2015¢)

GPR54 Cl122T which are the peptide products of KiSS1 gene.
KiSS1/GPR54 system is considered fundamental gatekeeper
of puberty onset in mammals (Ahlawat et al., 2015c)
It is @ member of somatotropic axis and plays a key role in Attappady Black Thomas et al
proliferation of cells, mitosis, myogenesis, meiosis, Malabari (2016)
IGF1 G224A, G227C ) o
differentiation in fetal development and post-natal growth
(Thomas et al., 2017)
It is chemical signal of the number of growing follicles inthe ~ Beetal, Osmanabadi, Sangamneri, Ganjam  Sharma et al.
ovary to the pituitary gland to reduce the secretion of FSH to (2015a)
INHBB G693A, C840T ) S ) N
a level which maintains the species-specific number of
ovulations (Taya et al. 1996)
16 bo indel Encodes a protein that demethylates tri- and dimethylated Shaanbei white Cui et al. (2018)
inde
KDM6A P lysine 27 of histone H3, and can affect gametophyte cashmere
development, Cui et al. (2018) Laoshan Lai et al. (2016)
G12654A, Stimulate primordial follicle activation and follicle growth Xinong Saanen, Guanzhong Anet al. (2015)
KITLG G12772A, (Celestino et al., 2010)
T12829C
TO0950C, C3416T, S ) ) Gondar, Woyto Guji Mekuriaw et al.
Kisspeptins stimulate the secretion of gonadotropins from the
C3811T, T3963C ) ) (2017)
pituitary by stimulating the release of GnRH from the _ i i
KI1SS-1 Beetal, Barbari, Black Bengal, Malabari, Maitra et al

G296C, G2510A,
C2540T

forebrain after the activation of GPR54, which is expressed
by GnRH neurons (Dungan et al., 2006)

Osmanabadi, Sangamneri, Jakhrana, Ganjam,
Sirohi

(2014)
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confers its specific biologic action and is responsible for the Boer Liet al. (2011)
LHB C59A, C543T specificity of the interaction with the LH receptor (Long et

al., 2009)

Member of the growth hormone/prolactin receptor gene Boer Liet al. (2011)
PRLR C113T, C59T family which is a mediator of prolactin Ahlawat et al.

(2015a)

After ovulation the expression of SETDB2 play potential Laoshan Lai et al. (2016)
SETDB2 C1540T role in the early stages of luteinization, Maekawa et al.

(2016)

Avrylalkylamine-N-acetyltransferase (AA-NAT), Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15), Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B (BMPR1B), Bone morphogenetic proteins 4 (BMP4),
Cocaine-amphetamine-regulated transcript (CART), Alpha-S1-casein (CSNS1), Follicle stimulating hormone beta (FSHB), Follicle stimulating hormone receptor (FSHR), Growth
Differentiation Factor 9 (GDF9), Growth hormone (GH), Gonadotropin releasing hormone receptor (GnRHR), G protein-coupled receptors 54 (GPR54), Insulin-like growth factor 1(IGF1),

Inhibin (INHB), Lysine demethylase 6A (KDM6A), Kit ligand (KITLG), Kisspeptin (KiSS-1), Luteinizing hormone beta-subunit (LHpB) and Prolactin receptor (PRLR), SET domain, bifurcated
2 (SETDB2)
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Genetic diversity and population structure study in goats

Abstract

This study was carried out to study the genetic diversity and population structure in goats. A
total of 127 goats were genotyped (29 AngloNubian, 30 Canindé, 36 Moxoté and 32 Saanen).
For quality control, genotypes were edited using call rate < 0.98, minor allele frequency <
0.05, and deviation from Hardy-Weinberg proportions (p<10®). The Single Nucleotide
Polymorphic markers in high linkage disequilibrium (r>>0.90) were also removed, remaining
25,493 for AngloNubian, 23,493 for Canindé, 26,511 for Moxot6 and 31,875 for Saanen.
Population structure and genetic diversity study was based on observed heterozygosity (Ho),
expected Heterozygosity (Hs), inbreeding coefficient (Fis) and principal component (PC)
analysis. The expected and observed heterozygosity (He and Ho) were lower for all breeds,
indicating genetic diversity in these breeds. The PCA analysis grouped samples as follows:
the first PC split local breeds and specialized breeds into two distinct groups; the second PC
separated the specialized Saanen and AngloNubian breeds. Goat SNP50 panel can be used

satisfactorily for genetics studies with Brazilian native goat breeds.

keywords: Goat SNP50, Capra hircus, Genotyping, Brazilian local breed goats
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1 Introduction

Goats have an important role in providing foods of animal origin for man, such as milk, meat
and skin, and are present in varied regions around the world, with 55%, 39% and 3.8%, 1,7
and 0,5 live animals distributed in Asian, African, Americas, Europe and Oceania (FAO
2018). The local goat breeds are particularly important in this function because, due to of their
rusticity, they provide food for the populations that are in the marginal regions around the
world, lacking the ideal conditions for agriculture. In general, local genetic resources in their
evaluation process, underwent natural selection action, over time, acquiring remarkable
rusticity, survival capacity and reproduction in the intertropical regions. In Brazil, especially
in the semi-arid regions of the Northeast, selection natural’s process was fundamental to
ensure the reproduction and survival of these small ruminants, including the Moxot6 and
Canindé creole goat breeds.

The adaptive skills acquired during this process made these genetic resources important gene
pools for rusticity. On the other hand, the Saanen and AngloNubian breeds, among the several
goat breeds around the world, were submitted to artificial selection for milk production
(Saanen) and milk and meat production (AngloNubian). These two specialized breeds were
one of the main breeds introduced in Brazil aiming at the modernity of production systems.
The Saanen breed originates in Switzerland and has a high potential for milk production. The
AngloNubian breed was selected for multiple purposes, being exploited for milk, meat and
skin. With the modernization of production systems, aiming for greater productivity, most of
the native breeds are threatened or in genetic drift by several factors. Among these factors are
increasing substitution of genetic local resources for specialized breeds and in discriminated
use of local breeds in crosses (Oliveira et al. 2017; Ginja et al. 2017). The local breed goats
are in the process of genetic dilution and lack conservation programs that guarantee the
survival of these important genetic reservoirs (Ribeiro et al., 2016). The study of genetic
diversity and population structure contributes to create conservation strategies for these
genetic resources. Knowledge of genetic diversity within and between breeds provides new
insight into the structure and relationships of population, and it is essential for developing
conservation and breeding programs, Martinéz et al. (2012).

The characterization of available genetic resources and information on diversity and genetic

structure is important for conservation of goat germplasm, and presently have been considered
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by FAO as one of the strategic priorities to the development of plan for the management of
animal genetic resources. Several studies have shown the nuclear genetic diversity using
molecular markers, mainly microsatellites (Aradjo et al., 2006; Liu et al., 2007; Ajmone-
Marsan et al. 2014; Ginja et al., 2017 and Silva et al., 2017). In recent years, the development
of high-density panels, Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), for domestic animal
genotyping has shown to play an indispensable role in genomic studies of diversity and
population structure. Several authors related it in cattle (Sharma et al., 2016; Martinéz et al.,
2017), pigs (Ai et al., 2013), sheep (Brito et al., 2017a; Ajmone-Marsan et al., 2014) and
goats (Brito et al., 2017b).

These studies in goat became more informative after sequencing the genome of this species
(Dong et al., 2013) and the development of specific high-density panels (Tosser-klopp et al.,
2014) contributing to plan conservation of genetic resources. The Goat SNP50 Beadchip Goat
SNP50 high-throughput genotyping microarrays were consolidated by collaboration between
two working groups: The International Goat Genome Consortium (IGGC) and Illumina Inc.
(San Diego, California). This platform consisted of 53,347 SNPs, uniformly spaced
throughout the genome, and secreted with high and moderate frequency in the Alpine, Boer,
Crioulo, Katjang, Saanen and Savana breeds (Tosser-klopp et al., 2014).

The objective of this research was to validate the Goat SNP50 Beadchip for AngloNubian and
Brazilian local breeds (Moxoté and Canindé), besides to evaluate the efficiency of this
platform in the study of genetic diversity and population structure among and within breeds

Saanen, AngloNubian, Moxot6 and Canindé.

2 Methods

Animals and genotyping

This work was led in Brazilian Agricultural Research Corporation - Goats and Sheep, Sobral
city, Ceara state from Brazil, which geographic coordinates were 3°42° of South Latitude and
40°21° East Longitude, and 83 meters of sea level. The climate is of Savana type known for
AW, following the Koppen classification of A, with approximately 96.28 mm rain per year
and annual average temperature of 28°C, ranging from 24°C (minimum) to 31.3°C
(maximum) and average relative humid of 77.2%. The total number of goats used in this work
were 127 according, Table 1. These goats were raised under semi-extensive conditions, with
mating period, and had medication and vaccination to control worms and others diseases.

They received concentrated, bulky foods and supplementation of silage and hay.
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Blood samples were collected from goats, via intravenous puncture using Vacuntainer®.
Animals” DNA was extracted from the blood by Chelex resin method 100 (WALSH et al.
1991). Goat genotyping was performed by “Deoxi Biotechnology Ltda” using a high-density
panel with 50k SNPs, Beadchip GoatSNP50 (Tosser -klopp et al., 2014). Phenotypic
information consisted of records of the animal’s identity, breed, birthday, calving type (single,
double or greater) and number of calving per female.
Quality control of genomic data
In order to make genotype information more reliable, quality control was performed in 53,347
SNPs, total number available at the beginning of the analysis, using PLINK (Purcell et al.,
2007) and R® software, version 3.4.0 (R core Team 2017). In the first filtration, the 3,660
monomorphic or unknown position SNPs were eliminated, and 49,687 SNPs were
maintained. For quality control, the following exclusion criteria were adopted for SNPs: MAF
(Minor Allele Frequency) minor than 0.05; Call Rate of 98% and those that were not
according to the expected proportions of HWE (Hardy-Weinberg equilibrium), p <10-6.
Linkage disequilibrium analysis
Linkage disequilibrium (LD) analysis between the markers was implemented using PLINK
software. The r2 parameter (Hill and Robertson, 1968) presents a square correlation between
alleles of two separated SNP loci. The r? is defined by the following formula:

2 _ DE
T T F@a)F@IF(4)F ()

where,
£(4). F(B,).f(4;) and f(B;) are the observed frequencies of the alleles A;, B;, Aj and B;,

respectively, and i and j are markers.
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where N is the total number of animals, and N .zz.Nisgs. Nasgs and Ny, are the

corresponding numbers of genotypes AABB, AABb, AaBB and AaBDb, respectively.

Study of genetic diversity and population structure

The observed (H,) and expected (H¢) heterozygosity estimates were calculated according to
Nei (1973) as implemented in POPGENE software (Yeh et al., 1999). F-statistics were
determined as explained by Weir and Cockerham (1984) using the Adegenet HIERFSTAT
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(Goudet, 2005). The testes for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium were based on ‘p’
values according to Fj statistic.

Genetic variation between pairs of the breeds was measured using angular genetic distance
(Da) (Nei et al., 1983). Neighbor-joining (NJ) methodology using the Plink software (Purcell
et al. 2007) to construct the phylogenetic tree relationships.

The population structure study was carried out using the multivariate approach, the principal
component (PC) analysis. The multidimensional scale was used to obtain a view of the
genetic structure of studied breeds. This method was implemented using the PLINK software
(Purcell et al. 2007), and the R® software version 3.4.0 (R core Team 2018) was used for the
plot. The genetic clusters were elaborated using the package R® Adegenet. The first three PC
are the most informative and were plotted on a three-dimensional scatter diagram to allow

visual inspection of the relationship between the breeds.
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3 Results

Validation study

Initially 49,687 SNPs were included for each breed and after quality control 79.95% (AN),
73.52% (CA), 77.35% (OM), 88.60% (SA) SNPs were maintained for the analyzes (Table 2).
The call rate for the Anglo Nubian, Canindé, Moxoté and Saanen breeds were 94.79%,
92.42%, 90.36% and 94.57%, respectively. Therefore, the average call rate for all the breeds
studied was 93.04%.

Genotypes

The number of SNPs per chromosome varied from 3.129 (Chromosome 1) to 822
(Chromosome 25), and they are spread in all genome, Figure 1. MAF distribution of SNP
after quality control shows that mean MAF for all of genotypes was 0.286 and for each breed
was 0.281, 0.275, 0.279 and 0.310 para AN, CA, MO e SA, respectively.

The results showed that after quality control the proportion of SNP with MAF> 0.3 was
approximately 60%, indicating great genetic diversity in the study population, Figure 2. The
MAF distribution per breed group (Figure 3) showed that nearly 50%, 56% and 53% of SNP
presented MAF<0.3 for AN, CAN and MOX, respectively. Whereas, SA breed presented
approximately 62% of SNP with MAF>0.3, indicated greater diversity than the others breed
studied.

Linkage disequilibrium

The values of number of SNPs and LD (r2) between adjacent markers for each chromosome
are presented in Table 3. The mean r?2 between SNP adjacent was 0.127 + 0.168. Linkage
disequilibrium (LD) by breed and for all breed studied is presented in Figures 4 and 5,
respectively.

In the present study the exclusion of SNPs by LD varied from 27% to 36% among the studied
breeds, Table 3. The MAF, HWE and Heterozygosity (HZ) without LD or with LD values are
presented in Table 4.

Genetic diversity

Genetic diversity within populations was accessed as a measure of heterozygosity. The mean
for He was 0.347 (varying from 0.314 to 0.396), while the mean H, was 0.354 (varying from
0.330 to 0.402), Table 5.

The pairwise population of Nei’s distance (Da) was 0.172 for (AN and CAN), 0.151 (AN and
MOX), 0.128 (AN and SA), 0.055 (CAN and MOX), 0.139 (CAN and SA) and 0.118 (MOX
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and SA). These results allowed the construction of Neighbor-joining tree from the D genetic
distance matrix (Figure 3). The local breed goat (MO and CA) and specialized breed (SA and
AN) presented two distinct clusters.

Principal component

Population structure of the studied breeds was explained using multivariate approach.
Principal component analysis (PCA) was performed to visualize relationships within
populations studied. This analysis showed that the breed groups formed distinct clusters and
clearly separated populations. The first two components explained 84.48% of the total
variability (Figure 7). The first axis explained 62.71% of the inertia and distinguished native
breeds the specialized breeds. The second axis explained 21.77% of the inertia and also
separated AN and SA in distinct groups. Considering a three-dimensional analysis, we
included the third main component in order to obtain more details about the genetic distance
between the populations studied. The three-dimensional Scatter plot diagram was based on
genomic relationship matrix allowing a more detailed visual inspection of the genetic
relationship between the breeds studied (Figure 8, 9 and 10).

The first three components explained 88.78% of the total variability (Figure 8). The first axis
(62.71%) distinguished Brazilian local breeds of the specialized breeds the second axis
(21.77%) separated AN and SA in distinct groups. The third explained 4.30% of the total
variability and separated CA and MO in distinct groups.

The optimum k-values based in Gap statistic and total within sum of square was k=4
according to ad hoc AK statistic (Evanno et al., 2005), Figure 11. The k value was using to
analyze the Bayesian Cluster.

The hierarchal clustering of data was implemented by Admixture software, which estimates
the ancestry in a model-based manner from the autosomal SNP panel for a set of unrelated
individuals. The data was plotted in order of fraction ancestry that they shared with another

breeds, Figure 12.

4 Discussion

Validation study

During the exclusion of SNP, observing each control criterion, it is possible that event overlap
occurred. In other words, it is possible that a SNP has been deleted for more than one
criterion, such as for Call rate and MAF, simultaneously.
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Quality control is an important step in the use of SNP genomic data because its execution
removes potential sources of bias, either by sampling error or by errors in laboratory
procedures. The average call rate obtained (93.04%) indicated a greater loss of genetic
information for the subsequent analyzes. On the other hand, higher average call rates were
reported by kijas et al. (2013), Lashmar et al. (2014) and Tosser-Klopp et al. (2014), which
were 99.5%, 99.6%, 99.9%, respectively, making them more informative.

Genotypes

In a validation study of Beadchip GoatSNP50 for South African Angora goats, exploited for
wool production, Lashmar et al. (2015) showed that of 53,347 initial SNPs, 43,759 (82%)
remained for subsequent analyzes. The quality control criteria were: exclusion of SNP with
call rate <0.98; with MAF <0.05 and SNPs that violated EHW (P <0.001). Similarly, Moura
et al. (2015) in a local breed Brazilian goat, showed that after quality control, of the total of
53,347 initial SNPs, 8,578 SNP (16.08%) were excluded, leaving 44,769 (83.92%) for the
following analyzes. The criteria used by these authors were: call rate <0.95; MAF <0.05 and
1.36% discarded due to violation of EHW.

Validation study of the present research showed that the Goat SNP50 Beadchip panel was
informative, due to its extensive sampling in the genome of the populations studied, allowing
for genetic diversity studies, Genome-wide Association (GWAS) and genomic selection.

The results presented by Lashmar et al. (2014), in Angora goats, showed that after filtering
out SNP with low MAF, 88.1% of SNP provided to be polymorphic. According to Brito et al.
(2017), MAF distribution indicates the proportion of SNPs with high polymorphism (MAF>
0.3). These authors showed that in a New Zealand multi-breed sheep population the
proportion of SNP with MAF> 0.3 after quality control was 39.27%.

Linkage disequilibrium

LD levels indicate the minimum number of markers for successful genomic prediction (Brito
et al, 2017). At the average markers spacing in the HD SNP chip (~50) the LD (r?) was 0.127.
The LD decreases with increasing distance between SNPs. The LD test is important because it
aims to inactivate the SNPs that are in linkage disequilibrium to avoid the sources of
deviation from the analysis, keeping only the markers (SNPs) independent. However, the
results indicated a low LD level detected even when analyzed at small distances. The
similarity between MAF, HWE and HZ before and after LD test, pruning, can indicate that
the exclusion of SNPs by LD was not very strong for any of the breeds.

Genetic diversity
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According to Takezaki and Nei (1996) markers should have an average heterozygosity
ranging from 0.3 to 0.8 in the population to be useful for measuring genetic variation if they.
Our results have shown that expected and observed heterozygosity (He; Ho) were higher for
breeds SA (0.3960; 0.4018) than AN (0.3408; 0.3446), MO (0.3380; 0.3418) and CA (0.3143;
0.3296), Table 5. Visser et al. (2016) related approximated value for He (0.40) in Angora
Goats when compared with us result for He (0.3960) in SA.

The differences between the H, showed in this research can indicate there is greater genetic
diversity in specialized breeds. This can be explained by the fact that the specialized breeds
belong to consolidated genetic groups, which have more effective numbers of animals and
breeders. This contributes to the reduction of inbreeding, because in these herds, mating is
oriented in order to minimize the inbreeding coefficient. On the other hand, relationship
information among local breed animals is precarious, became difficult the planning of mating
for lower inbreeding of the progenies. Thus, in local populations, mating between individuals
more closely related than the average population is more frequent, reflecting lower genetic
variability of these groups.

Both H, and H, were not very different from each other for all races indicating no loss or
fixation of alleles. The heterozygosity deficit (Fis) ranged from 0.0085 (AngloNubian) to -
0.0382 (Canindé) which reduced values revealed the existence of genetic diversity in these
populations. Similar results were related by Visser et al. (2016), which showed Fis varying
from -0.0029 to -0.051 in South Africa, French and Argentinian Angora goats.

The negative values reflect that the observed heterozygosity was higher than expected. Fis
statistic plays an important role in the design of conservation programs of local breeds, since
it indicates the level of genetic diversity between the groups. These results showed that
genetic diversity has been maintained in the breeds studied. Mainly the Saanen breed, which
although submitted to the selection program, presented low level of inbreeding. Probably, this
fact is due to the monitoring of the mating to avoid the occurrence of high levels of
inbreeding. Similar values of He, H, and Fis (0.3819, 0.3797 and - 0.0027) for Marota breed,
another Brazilian local breed goat, were reported by Moura et al. (2015). In this case, the
occurrence of genetic diversity within that population was also verified.

In general, it is hard to compare these results with the results from the other researches, which
used different methods. Most of them present higher values for observed and expected
heterozygosity than ours results, probably because the molecular genetic markers used are

different. For instance, Ginja et al. (2017), working with 27 goat breeds, using microsatellite
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(SSR) as a molecular marker, reported H,= 0.591 and He= 0.640. Dixit et al. (2010), in six
Indian goat breeds using microsatellite (SSR) loci analysis, revelated higher values expected
heterozygosity, which varied from 0.61 to 0.73. Similarly, in a research with Brazilian local
breed goats (Azul, Moxot6, Marota, Canindé, Repartida and Grauna), Rocha et al. (2016)
revelated that He ranged from 0.57 (Azul) to 0.66 (Repartida). These authors also showed
higher Hc for other three goat groups: undefined genotype standard, exotic breeds (Alpina,
AngloNubian, Boer and Saanen) and Spanish (Murciana, Murciana-Granadina and
Granadina), which average He were 0.71, 0.66 and 0.68, respectively.

High Fis values may be due to deviations of the genotype frequency causing EHW violation.
In the present study, the four genetic groups studied presented low Fis values and, therefore,
EHW was not violated.

Principal components

The PCA analysis showed that the breed groups were clearly separated forming distinct
clusters. These results were expected because specialized breeds have been introduced more
recently in Brazil than ancestral breeds that formed the Brazilian local breeds. In addition, by
indiscriminate crossbreed these local genetic resources, during the period of approximately
five centuries, suffered natural selection.

These results showed distinct grouping between the Brazilian local breeds and specialized
breeds. Moreover, the diagram also showed that Brazilian local breeds, Moxot6 and Canindé,
are genetically distant from each other. This can be explained by distinct formation history of
breed, such as location, genetic structure and differences between the ancestral genetic
groups. The genetic distance between the Saanen and AngloNubian breeds was also expected
due to the differences between the regions of origin of each. While the Saanen breed comes
from continental Europe, AngloNubian comes from crosses between English goats and
African buck.

As the Scatter plot multidimensional based on genomic relationship matrix, the structure
analyses showed four individual populations allocated into four distinct cluster, as was
expected. Although, there is some admixture between of them, the populations are distinct,
and there is no HWE violation. On the other hand, we can identify some transfer of genetic
material between of them. For instance, probably the MO breed had common ancestry with
SA, and CA maybe received genes from the AN.

The clustering of animals into four genetic distinct groups shows that this topology was

consistent with the results of the PCA, evidencing the presence of genetic material common
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among the breed groups. These results indicate that Saanen breed probably participated in the
formation of the Moxotd and Canindé breed, Figure 12. Similar results were presented by
Rocha et al. (2016) revealing strong genetic influence of the Saanen breed on Brazilian local

breeds, such as Azul, Moxotd, Canindé, Repartida and Gralna.
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4 Conclusion

The Goat SNP50 Beadchip panel was informative for AngloNubian, Canindé and Moxoto
breeds due to their wide sampling in the genome of these populations allowing studies of
genetic diversity, population structure and GWAS.

The expected and observed heterozygosity (He and Ho) were similar for all breeds, generating
very low coefficient of inbreeding for all breeds, revealing genetic diversity in population
groups studied.

PCA analysis and genetic structure showed that four distinct group breeds and were identified
some transfer of genetic material between of them, probably because de introduction of
specialized goats a long time ago and their participation on formation process of Brazilian

local breed goat.
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Figure 1 — Number of SNP (green bars) and length of chromosome spanned (red bars) per chromosome in goats
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each breed: AngloNubian (AN), Canindé (CA), Moxotd
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Figure 6. Neighbour-joining phylogenetic radial tree based on Nei’s standard genetic distances. Numbers

indicate the proportion of bootstrap replicates sharing the labelled node in a bootstrap resampling of 1000 trees.
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Figure 7. Scatter plot of first two Principal component for AngloNubian (Blue) Canindé (Red), Moxotd

(YYellow), Saanen (Green)
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Table 1 Goat number according to breed, source and aptitude

139

Breed Code N Source Aptitude
AngloNubian AN 29 England Meat and Milk
Canindé CA 30 Brazil Meat and Milk
Moxoto MO 36 Brazil Meat and Milk
Saanen SA 32 Switzerland Milk
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Table 2 Number of SNPs initially included, number of SNPs excluded according to each
quality control criterion (Call rate, MAF and HWE) and number of SNPs maintained after

quality control for breed goat

Breed SNP Call Rate MAF HWE SNP SNP
included <0.98 <.05 <0.001 excluded maintained
AN 49.687  2.323 7.765 1.598 9.961 39.726
CA 49.687  3.499 9.690 1.454 13.155 36.532
MO  49.687  4.479 6.685 1.366 11.256 38.431

SA 49.687  2.404 3.061 1.596 5.662 44.025
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Table 3 Linkage disequilibrium mean between adjacent SNPs pairs according to

Chromosome and number of SNPs

Chr. SNPs Meanrz  SD(r) MeandistMb  Chr. SNPs Meanrz SD(r?) Mean
dist.Mb

1 3,097 0.133 0.178  50.00 15 1,548  0.126 0.167  49.39
2 2,692 0.135 0.177  49.73 16 1,509 0.123 0.163  49.46
3 2,237 0.133 0.176 49.74 17 1,397 0.121 0.158 49.66
4 2,269 0.133 0.176  49.69 18 1,196 0.122 0.159  49.75
5 2,134 0.132 0.175  49.62 19 1,168  0.125 0.167  49.87
6 2,290 0.133 0.177  49.73 20 1,422 0121 0.159  49.66
7 2,084 0.131 0.173  49.68 21 1,355  0.122 0.159  49.76
8 2,225 0.133 0.176 49.67 22 1,117 0.124 0.163 50.01
9 1,811 0.132 0.176 49.63 23 971 0.119 0.156 50.23
10 2,000 0.130 0.173 49.76 24 1,270 0.125 0.164 49.73
11 2,037 0.130 0.173 49.74 25 819 0.124 0.164 49.88
12 1,665 0.129 0.171 49.50 26 1,002 0.125 0.164 50.19
13 1,566 0.125 0.166  49.44 27 878 0.125 0.164  50.11
14 1,840 0.132 0.175  49.59 28 876 0.125 0.165 50.14
15 1,548 0.125 0.166  49.39 29 929 0.126 0.167  49.87

All 47,404 0.127 0.168 49.77
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Table 4 SNPs number included in the linkage disequilibrium (LD) test, SNPs number

maintained after LD test and SNPs percentage excluded due to LD for goats

Goat breed Without LD pruning With LD pruning Reduction (%)
Anglo Nubian ~ 39.726 25.493 35,83%
Canindé 36.532 23.493 35,69%
Moxoto 38.431 26.511 31,02%

Saanen 44.025 31.875 27,60%
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Table 5 MAF, HWE and HZ average before and after the linkage disequilibrium (LD) test for

goats
Goat Breed  Without LD pruning With LD pruning
MAF HWE HZ MAF HWE HZ
H(sd) H(sd) H(sd) H(sd) p(sd) H(sd)
Anglo 0,281 0,566 0,392 0,277 0,556 0,389
Nubian (0,131) (0,315)  (0,148) (0,132)  (0,311) (0,150)
Canindé 0,275 0,566 0,390 0,272 0,555 0,388
(0,131) (0,316)  (0,146) (0,132)  (0,312) (0,147)
Moxotd 0,279 0,567 0,381 0,276 0,558 0,378
(0,128) (0,319)  (0,137) (0,129)  (0,315) (0,138)
Saanen 0,310 0,567 0,413 0,308 0,556 0,412
(0,121) (0,322)  (0,133) (0,122)  (0,319) (0,134)
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Table 6 Expected and observed heterozygosity (He and Ho), inbreeding (Fis) for

AngloNubian, Canindé, Moxotd and Saanen goats

Expected Heterozygosity Observed Heterozygosity

Breed Inbreeding (Fis)
(He) (Ho)

AngloNubian 0.34078949 0.34460925 0.00847701

Canindé 0.31428426 0.32958822 -0.03823605

Moxot6 0.33800652 0.34177168 -0.00788174

Saanen 0.39600685 0.40175759 -0.01279868

Mean 0.34727175 0.354431685 -0.016375
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ANEXO 3

Ei a

Comissio de Etica no Uso de
Animais — CEUA / CNPC

Caprinos e Ovinos

CERTIFICADO DE CREDENCIAMENTO E AUTORIZAGCAO PARA REALIZACAO DE
PROTOCOLO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Caprinos e Ovinos, em reunido
realizada no dia 23 de maio de 2017 e com base na legislagcdo nacional vigente {Lei n2
11.794, de 8 de outubro de 2008), deliberou por autorizar a realizagdo do projeto:
Estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS) para identificacdo de SNPs
relacionados a prolificidade em caprinos - protocolo n2 002/2017, sob a
responsabilidade do Dr. Kleibe de Moraes Silva, desde que respeitada a descricdo da
metodologia apresentada a CEUA. Qualquer alteragdo no projeto, intencional ou
acidental, que repercuta negativamente na salde e/ou bem-estar dos animais em
experimentacdo, deverd ser comunicada imediatamente a CEUA. Informamos que,
conforme disposto na legislagdo vigente, os membros da CEUA deverdo ter livre acesso
ao local de execugdo dos experimentos.

Este certificado é vélido até o dia 31/07/2019, data de termino projeto. Se for necessario
a prorrogagao deste prazo, o pesquisador devera requisitar, anteriormente a esta data,
o pedido de prorrogacdo desta autorizagdo, apresentando a sua justificativa e o tempo
necessario para concluir o projeto. O pedido deve ser acompanhado do relatério com as
atividades realizadas. Ressaltamos que este pedido serd avaliado pela CEUA, podendo
ser aceito ou ndo.

Concluido o projeto o pesquisador deverd ser encaminhar uma cépia digital e outra
impressa do relatério final do projeto a CEUA.

Sobral, CE 02 de junho de 2017.

Dra. Alice Andrioli Pinheiro

Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
cnpc.ceua@embrapa.br

Embrapa Caprinos e Ovinos

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos e Ovinos
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Fazenda Trés Lagoas, Estrada Sobral-Groairas, Km 4,

CEP 62010-970 Sobral- CE
Telefone (88) 3112.7400 Fax (88) 3112.7455
www.embrapa. br/caprinos-e-ovinos
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