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RESUMO: Caprinos (Capra hircus) tem distribuicio mundial favorecida pela sua
capacidade de adaptacdo a condigdes ambientais adversas. No entanto, sacrificando seu
desempenho, ajustando-se ao ambiente, em varios paises, as ragas locais correm o risco de
desaparecer pela substituicdo por racas comerciais mais produtivas. Devido a importancia
socioecondmica das racas locais, pesquisas utilizando marcadores genéticos de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) foram usadas para esclarecer questdes envolvendo mudancas evolutivas
e para auxiliar na conservacdo da biodiversidade da espécie. Assim, objetivamos buscar loci
outliers, utilizando-se Chip SNP 50K, empregando diferentes metodologias e, associar regides do
genoma de Capra hircus a possiveis efeitos do processo de adaptacdo, assim como identificar
genes candidatos que estdo sob acdo de selecdo natural. O capitulo primeiro objetivou analisar a
contribuicdo dos SNPs na genética evolucionaria. O software de pesquisa bibliométrica Bibexcel
foi utilizado para verificar as publicacdes do Web of Science TM até agosto de 2018, rastreando
artigos com foco em marcadores genéticos do SNP em paises de especializacdo em area tropical.
No segundo capitulo, utilizando dados de 96 animais genotipados por Goat Chip Illumina 50K, as
metodologias de anélise de componentes principais (PCAdapt) e FDIST2 foram aplicadas na
deteccdo de regides gendmicas afetadas pela selecdo natural. Das 53.000 producdes cientificas
registradas, 390 citacdes empregaram os SNPs marcadores. Um total de 59 paises apresentou
publicacbes envolvendo o uso de SNPs e a maioria das publicacdes é de paises asiaticos e
europeus. Os cinco paises com maior produtividade em publicacdes sobre o tema foram China,
india, Italia Espanha e Estados Unidos. O Brasil ficou em décimo primeiro lugar, com um de 05
publicacOes. Diversas palavras-chave foram agrupadas como sendo semanticamente equivalentes
e associadas a um tema especifico, sendo possivel identificar 23% das producdes cientificas
associadas ao polimorfismo das proteinas do leite, 23% com aspectos de reproducdo 13% ligados
ao crescimento e ganho de peso; diversidade genética com um percentual de 34%. Os estudos de
GWAS foram citados em 7% das producbes e menos de 1% dos estudos foram associados a
caracteristicas de adaptacdo. O numero de publicacdes esta diretamente relacionado a qualificacéo
técnica e capacidade laboratorial do pais. Apos a aplicacdo do controle de qualidade dos dados,
45.600 SNPs foram incluidos nesta investigacdo. O estudo identificou vérias regides localizadas
em 11 cromossomos potencialmente selecionados. Além disso, foram identificados genes cuja
expressao esta relacionada ao crescimento corporal e desenvolvimento esquelético embrionario
(FGF12, AMPD2, OSTN) e para regular o balangco osmdtico de caprinos em areas aridas e
semiaridas (UTSB2, SLC5A2) onde estes animais necessitam sobreviver com pouca comida e
recursos hidricos.

Palavras-chave: Diversidade genética, Fst, Loci Outliers, Marota, SNP.
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Abstract: Goats (Capra hircus) has worldwide distribution favored by their ability to adapt to
adverse environmental conditions. However, sacrificing their performance by adjusting to the
environment, in several countries local breeds are at risk of disappearing. Because of local breed’s
socioeconomic importance, researches applying genetic markers of single nucleotide
polymorphism (SNP) had been used to clarify issues involving evolutionary changes and to assist
in the conservation of the population's biodiversity. Thus, we aimed to search for discrepant loci
(outliers) that exhibit high FST and associate these regions of the goat genome using a local
Brazilian goat breed, Marota. At the same time, to evaluate genetic effects of the adaptation
process in Tropical environment, allowing signaling candidate genes, evaluating the possibility of
in-depth studies on natural selection signatures, and analyzing contribution of SNP markers as an
innovative technology in studies with goats, focusing on production and genetic conservation. The
chapter one attempt to the analysis of the contribution of SNPs in evolutionary genetics. Bibexcel
bibliometric research software was used to verify the publications of the Web of Science TM until
August 2018, tracing articles with SNP genetic marker focus in countries of Tropical area
expertise. In the second chapter, using data from 96 animals genotyped by Goat Chip Illumina
50K, the principal component analysis (PCAdapt) and FDIST2 methodologies were applied to
detection of genomic regions affected by natural selection Of the 53,000 scientific productions
recorded, 390 citations employed the SNPs markers. A number of 59 countries showed
publications using SNPs. The greater numbers of publications are from Asian and European
countries. The five countries with the highest scientific productivity on the topic were China, India,
Italy, Spain and the USA. Brazil was in eleventh position, with a record of five (05) publications.
Several of the keywords were grouped as being semantically equivalent and associated to a specific
theme, thus it was possible to identify 23% of the scientific productions associated with the
polymorphism of milk proteins, 23% with aspects of reproduction 13% linked to growth and gain
of weight; genetic diversity with a percentage of 34%. GWAS studies were cited in 7% of the
productions and less than 1% of the studies were associated with adaptation characteristics. The
number of publications was related to the technical qualification and laboratory capacity of the
country. After applying data quality control, 45,600 SNPs were included in this investigation. The
study identified several regions located on 11 potentially selected chromosomes. In addition, genes
have been identified whose expression is related to body growth and embryonic skeletal
development (FGF12, AMPD2, OSTN) and to regulate the osmotic balance of goats in arid and
semi-arid areas (UTSB2, SLC5A2) where these animals need to survive with little food and water
resources.

Keywords: Fst, Genetical diversity, Loci Outliers, Marota, SNP
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1 INTRODUCAO GERAL

Os caprinos (Capra hircus) sédo provavelmente um dos primeiros ruminantes
domesticados no mundo, fato ocorrido ha aproximadamente 10 mil anos, na regido oeste
do Ird (ZEDER; HESSE, 2000). Favorecidas pelas rotas migratérias e distribuicéo do ser
humano, a espécie esta presente em praticamente todo o globo (EGITO; MARIANTE;
ALBUQUERQUE, 2002), com isso tornou-se um componente importante dos sistemas
de producéo agricola e pecuaria em todo o mundo, principalmente nas regifes aridas e
semidridas, onde se inseriu morfofisiologicamente como parte integrante do ambiente
rastico de subsisténcia rural, com niveis de producdo que vem contribuindo
significativamente para a seguranca alimentar e para amenizar a situacao de pobreza entre
agricultores familiares de paises em desenvolvimento (LIN et al., 2013; PERIASAMY et
al., 2017).

O Brasil se enquadra nesse perfil, considerando-se a atividade rural configurada
em duas classes, uma com a participacao de grandes e médios produtores (Agrobussines)
e a outra classe composta pela grande maioria de pequenos produtores (ANDRADE et
al., 2018), onde a criacdo de caprinos esta presente de forma mais intensa. No pais 0s
caprinos foram introduzidos pelos portugueses, franceses e holandeses no periodo da
colonizacdo, a partir do século XVI, se estabelecendo mais na regido Nordeste, onde
foram adquirindo caracteristicas proprias, resultando na formacédo da maior diversidade
na especie na América do Sul, com cerca 21 racas catalogadas (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION 2011).

Por varios séculos esses animais passaram por processos adaptativos em diferentes
ecossistemas, cujos aspectos climaticos e diversidade vegetal caracteristicos,
contribuiram para a formacao de racas de animais domésticos do pais, ou de grupos
reconhecidos como naturalizados (MACHADO, 2011) ou localmente adaptados
(ARAUJO et al., 2009).

Portanto, dos caprinos domésticos introduzidos no periodo colonial brasileiro,
certamente a Marota € um dos descendentes, assim como 0s caprinos autdctones
existentes. Na perspectiva de producdo animal, ela apresenta porte reduzido, é bem
adaptada a ambientes com pouca disponibilidade alimentar, uma das razdes de serem

procuradas pelos conservacionistas selecionadores (ARAUJO et al., 2009).


https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/livestock-production-systems
https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/livestock-production-systems
https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/livestock-production-systems
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Os caracteres fenotipicos, que definem esses animais no grupo genético, séo o
porte pequeno e leve, com adultos pesando em média 36 quilos, pelagem branca
uniforme, pelos curtos -com presenca ou ndo de barba e brincos- pele e mucosas clara,
com pigmentos na cauda e face interna da orelha, cabeca grande e chifres amarelo claro
(ARAUJO et al., 2009).

Recentes progressos nas tecnologias de sequenciamento de genomas completos
(GWAS) associados com a metodologia de microarranjos de deoxyribonucleic acid
(DNA), uso de single nucleotide polymorphism (SNP) ou polymerase chain reaction
(PCR) em tempo real, proporcionam novos entendimentos sobre a historia evolutiva, a
diversidade genética dos caprinos e permitem a reducao de custos metodolégicos em larga
escala (AMILLS; CAPOTE; TOSSER-KLOPP, 2017; QIAQO et al., 2017).

Associar esse aparato cientifico tecnolégico a tragos fenotipicos adaptativos
apresenta relevancia econémica, incluindo termotolerancia, func¢Ges ligadas a resposta
imune a parasitas, conversao alimentar, crescimento, producdo de carne e leite. Além de
tornar possivel a construcdo de mapas genéticos para um grande nimero de animais de
interesse zootécnico (LIN et al., 2013; BRITO et al., 2017; PERIASAMY et al., 2017).

Dessa forma, a identificacdo no genoma caprino de genes candidatos ligados as
mais diferentes caracteristicas adaptativas e de producéo, e assinaturas de selecdo natural,
torna-se passo fundamental para compreensédo do processo evolutivo e da sua diversidade
genética, pois variagcdes nesses loci podem esta ligada direta ou indiretamente a alteracdes
na aptiddo em diferentes ambientes. Assim, o uso dos marcadores moleculares SNP para
estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS, Genoma Wide Association Study) torna-
se uma importante ferramenta por permitir entender com maior precisdo como as forcas
ambientais que originam a variacdo genética adaptativa, Uteis na conservacgao e producéo
animal, além de auxiliar na identificacdo, melhoramento e conservacdo desse importante
recurso natural (AMILLS; CAPOTE; TOSSER-KLOPP, 2017; QIAO et al., 2017).

Em resumo, a possibilidade de se identificar tracos moleculares da selecao natural
no genoma de Capra hircus é fundamental para compreensao de como os loci contribuem
para 0s processos adaptativos e produtivos na espécie (BRITO et al., 2017). Para esse
fim, a medida mais comum de diferenciacdo usada é o indice de fixacdo de
Wright, o Fst. Esse indice é frequentemente usado para identificar loci no genoma que se
apresentam com diferenciacdo genética significativamente maior ou menor do que o

esperado sob neutralidade, dessa forma sdo denominados como divergentes ou
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discrepantes e que estdo provavelmente sob acdo de selecdo natural (BEAUMONT;
NICHOLS, 1996; BEAUMONT, 2005; FENG; JIANG.; FAN, 2015).

Para evitar que um SNP seja erroneamente identificado como outlier, as
evidéncias do processo de adaptacdo por selecdo foi investigada por diferentes
abordagens. Nestas foi empregado um dos métodos de deteccdo de loci outliers baseado
em anéalise dos componentes principais (PCA). A grande vantagem dessa abordagem
reside no fato de ndo agrupar os individuos em populacdes e usar técnicas relacionadas
de andlise multivariadas

Objetivou-se com esta pesquisa verificar o principal foco dos estudos no mundo
usando os marcadores SNPs em Capra hircus (caprinos), a fim de facilitar estratégias
voltadas a conservacgédo e melhoramento genético dos caprinos e detectar loci discrepantes
(outliers) que exibam alto Fst e associar estas regides do genoma do caprino Marota e
da raca comercial Anglonubiana com possiveis efeitos do processo de adaptacéo, genes
candidatos e a possibilidade de estudos aprofundados sobre assinaturas de sele¢éo natural.

Descricdo da pesquisa esta estruturada conforme a Resolu¢do 001/03 CCMCA,
que estabelece as normas para elaboracdo e apresentacao de dissertacdo do Programa de
Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui, essa dissertacdo
esta estruturada em: Introducéo geral; capitulo I, Revisdo de literatura na forma de artigo,
intitulado “ Aplicacdo de marcadores SNP em estudos da conservacdo dos recursos
genéticos em Capra hircus: Tendéncias, vieses e progresso, redigido conforme as normas
editoriais da revista indexada da area (Archivos de Zootecnia — ISSN 0004 - 0592);
Capitulo I, intitulado “Marcadores outliers em Capra hircus: Regides gendomicas sob
acdo de selecao natural no semiarido”, elaborado de acordo com as normas editoriais da
Revista PloS One (ISSN 1932-6203), a qual serd submetido a publicacdo. A finalizacao

desta pesquisa é alcancada com as Consideracdes Finais e anexos.
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2 CAPITULO 1

Aplicacdo de marcadores SNP em estudos de diversidade genética em Capra hircus:
tendéncias, vieses e progresso.

*Elaborado segundo normas da revista Archivos de Zootecnia (ISSN 0004 — 0592)
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Resumo

Os caprinos (Capra hircus) estdo distribuidos mundialmente favorecidos por sua capacidade de se
adaptar a condi¢bes ambientais adversas. Entretanto, por sacrificar seu desempenho se ajustando ao
meio, em Varios paises, ragas nativas se encontram sob risco de extingdo. Porém, por sua importancia
socioecondmica, tém recebido atencdo em pesquisas com 0 uso de marcadores genéticos de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), que possibilitam esclarecer questdes envolvendo mudancas
evolutivas e auxiliam na conservacao da biodiversidade populacional. Com esta reviséo, objetivou-se
analisar a contribuicdo de marcadores SNP como tecnologia inovadora em estudos com caprinos, com
foco na producéo e na conservagdo genética. Utilizou-se o software de pesquisa bibliométrica Bibexcel
para analise das publicacdes da Web of Science TM, até agosto de 2018, rastreando artigos com
marcador genético SNP. Das 53.000 producdes cientificas registradas para a espécie C. hircus, 390
publicacBes empregaram os marcadores SNPs. Um total de 59 paises apresentou publicacdes
envolvendo o uso de SNPs nessa espécie, sendo a maioria das publicacdes de paises asiaticos e
europeus. Os cinco paises de maior produtividade em publicages no topico foram a China, a india, a
Italia, a Espanha e os EUA. O Brasil apresentou-se na décima primeira posi¢do, com registro de 05
publicacOes. Varias das palavras-chave foram agrupadas por serem de forma seméantica equivalentes
e associadas a um tema especifico; assim, foi possivel identificar 23% das producdes cientificas
associadas ao tema polimorfismo de proteinas lacteas, 23% com aspectos da reproducéo, 13% ligadas
ao crescimento e ganho de peso; e diversidade genética com percentual de 34%. Estudos de GWAS
foram citados em 7% das producdes e menos de 1% dos estudos foi associado a caracteristicas de
adaptacdo. A quantidade de publicacdes esta diretamente relacionada com qualificacdo técnica e
capacidade laboratorial do pais.

Summary

Capra hircus is distributed worldwide due to its extraordinary adaptability and robustness as a source
of food, fibers and skin. Genetic markers of single nucleotide polymorphism (SNP) allow the
investigation of issues involving evolutionary changes and conservation of population biodiversity.
This study aimed to verify the main focus of studies in the world using the marker SNP in Capra hircus
(goats). Bibexcel bibliometric research software was used to analyze the publications of Web of
ScienceTM until August 2018, which adopted the genetic marker SNP. Of 53,000 registered
publications, only 390 employed the SNP markers. The three countries that stood out in publications
were China (146 publications), India (64) and Italy (42). Brazil was in eleventh position, with a record
of five (05) publications. Several of the keywords were grouped as being semantically equivalent and
associated to a specific theme, thus it was possible to identify 23% of the scientific productions
associated with the polymorphism of milk proteins, 23% with aspects of reproduction 13% linked to
growth and gain of weight; genetic diversity with a percentage of 34%. GWAS studies were cited in
7% of the productions and less than 1% of the studies were associated with adaptation characteristics.
The number of publications was related to the technical qualification and laboratory capacity of the
country.
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Introducao

Os caprinos (Capra hircus) sdo provavelmente um dos primeiros ruminantes domesticados no mundo,
fato ocorrido ha aproximadamente 10 mil anos, na regido oeste do Ird (Zeder & Hesse 2000).
Favorecidas pelas rotas migratorias e distribuicdo do ser humano, a espécie estd presente em
praticamente todo o globo (Egito, Mariante & Albuquerque 2002), adaptada a diversas condicoes
climaticas, sendo um recurso natural importante dos sistemas de producéo agricola e pecuaria. Em
alguns paises, sdo importantes na producdo em larga escala, principalmente de leite, mas também
integram a subsisténcia rural contribuindo significativamente para a seguranca alimentar e para
agregar renda a familias rurais de paises em desenvolvimento (Lin et al. 2013; Periasamy et al. 2017).

O Brasil se enquadra nesse perfil, considerando-se a atividade rural configurada em duas classes, uma
com a participacdo de grandes e médios produtores (Agrobusiness) e a outra classe composta pela
grande maioria de pequenos produtores (Andrade et al. 2018) e onde a criagdo de caprinos esta presente
de forma mais intensa. No pais, os caprinos foram introduzidos pelos portugueses, franceses e
holandeses no periodo da colonizagdo, a partir do século XVI, se estabelecendo mais na regido
Nordeste, onde foram adquirindo caracteristicas préprias e resultando na formagdo da maior
diversidade da espécie na América do Sul, com cerca de 21 racas catalogadas (Food and Agriculture
Organization, 2011). Por varios séculos, esses animais passaram por processos adaptativos em
diferentes ecossistemas, cujos aspectos climaticos e diversidade vegetal caracteristicos contribuiram
para a formacéo de racas de animais domésticos do pais ou de grupos reconhecidos como naturalizados
(Machado 2011) ou localmente adaptados (Aradjo et al. 2009).

No Brasil, ha varias ragas caprinas que podem ser consideradas recursos genéticos ricos, com fonte de
resisténcia a parasitas e doengas, atribuivel a seu histérico evolutivo de adaptabilidade a condicGes
adversas de ambiente no pais. Essa variedade de racas constitui um reservatério de diversidade
genética valioso. No entanto, quando comparadas a ragas comerciais exoéticas, elas apresentam baixo
valor comercial (Egito, Mariante & Albuquerque 2002), fato este que levou a importacdo de ragas
comerciais de maior importancia econémica a partir de 1950, com o objetivo de aperfeicoar 0s grupos
genéticos naturalizados.

Entretanto, a ndo consolidacdo do uso de registro zootécnico e implementacdo de programas de
melhoramento consistentes gerou uma miscigenacdo ampla de racas a partir de cruzamentos sem
planejamento. Isso acarretou a ameaca de extingdo dos grupos naturalizados, por eroséo e diluicao
genética, pois tracos fenotipicos relacionados a produtividade foram valorizados em detrimento das
caracteristicas adaptativas, essenciais para a sustentabilidade dos sistemas pecudrios tradicionais
(Araujo et al. 2009).

Esse contexto ndo € exclusivo do Brasil; assim, além da caracterizacdo do potencial adaptativo das
racas locais, se torna necessaria a identificacdo da diversidade genética a nivel molecular, para servir
de suporte ou de referéncia para auxiliar na elaboracdo de politicas publicas de conservagdo e de
reproducdo sustentavel desse patriménio biolégico (Colli et al. 2014). A esse respeito, avangos nas
tecnologias de sequenciamento de genomas completos ja estdo bem adiantados na maioria das espécies
de interesse zootécnico, inclusive, nos caprinos, a tendéncia é seguir no mesmo caminho, para se
beneficiar desses recentes progressos que as tecnologias de sequenciamento de genomas completos
propicia, conforme Amills, Capote & Tosser-Klopp (2017), Qiao et al. (2017).
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Nas publicaces cientificas, constam as informacdes de tendéncias, vieses e progressos de tecnologias
que compdem o estado da arte da genética moderna. Conhecé-los bem é um importante indicador de
avaliacdo do desenvolvimento cientifico nessa area em uma espécie. Com esse fim, os métodos
bibliométricos analiticos organizados que acessam de forma eficiente os bancos de dados disponiveis
em plataformas consolidadas, sdo ferramentas importantes para avaliagdo do desempenho cientifico
que, por sua vez, podem auxiliar na definicdo de estratégias de pesquisas e concep¢do de projetos
(Zanotto, Vanz & Stumpf, 2017).

Dessa forma, a identificagdo, no genoma caprino, de genes candidatos ligados as mais diferentes
caracteristicas adaptativas e de producéo, e assinaturas de sele¢do natural, torna-se passo fundamental
para compreensdo do processo evolutivo e da sua diversidade genética, pois variagdes nesses loci
podem estar ligadas direta ou indiretamente a alteragcdes na aptidao em diferentes ambientes. Assim, 0
uso dos marcadores moleculares SNP para estudos de associa¢cdo gendmica ampla (GWAS, Genome
Wide Association Study) torna-se uma importante ferramenta, por permitir entender com maior
precisdo a forma como agem as forgas ambientais que originam a variacdo genética adaptativa, Uteis
na conservacgdo e producdo animal, além de auxiliar na identificacdo, melhoramento e conservacao
desse importante recurso natural (Amills, Capote & Tosser-Klopp 2017; Qiao et al. 2017).

Recentes progressos nas tecnologias de sequenciamento de genomas completos (WGS), associados
com a metodologia de microarranjos de deoxyribonucleic acid (DNA), uso de single nucleotide
polymorphism (SNP) ou polymerase chain reaction (PCR) em tempo real, proporcionam novos
entendimentos sobre a historia evolutiva, a diversidade genética dos caprinos e permitem a reducao de
custos metodologicos em larga escala (Amills, Capote & Tosser-Klopp 2017; Qiao et al. 2017).
Associar esse aparato cientifico-tecnologico a tracos fenotipicos adaptativos apresenta relevancia
econémica, incluindo termotolerancia, funcbes ligadas a resposta imune a parasitas, conversao
alimentar, crescimento, producdo de carne e leite, além de tornar possivel a construcdo de mapas
genéticos para um grande numero de animais de interesse zootécnico (Lin et al. 2013; Brito et al. 2017;
Periasamy et al. 2017).

Com acesso a banco de dados extraidos do Web of ScienceTM, Colecdo Principal da Clarivate
Analytics (WoS), objetivou-se, nesta revisao, analisar a contribuicdo de marcadores SNP como
tecnologia inovadora em estudos com caprinos, com relacdo a producao e a conservacao genética.

Material e Métodos

Trata-se de um estudo de revisdo de literatura, no qual, por meio do software de pesquisa bibliométrica
Bibexcel (Person, Danell & Schneider, 2009), analisaram-se todas as publicacdes registradas no portal
do WS, até agosto de 2018.

Utilizou-se a plataforma WoS por apresentar caracteristicas vantajosas, como a de ser uma base
multidisciplinar que indexa mais de 12.700 periddicos, nas diferentes areas cientificas, contendo
informacGes que datam do inicio do século XX e sdo atualizadas semanalmente, além de disponibilizar
enderecos completos de autores e coautores de cada trabalho cientifico (Adriaanse & Rensleigh, 2013).
Centralizou-se a prospeccdo da producdo cientifica nas publicacdes que envolviam uso do marcador
genético SNP na perspectiva de estudos gerais, genética de populacdes e conservacdo da
biodiversidade na espécie Capra hircus.
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A investigacdo com o software Bibexcel foi realizada acessando a opgdo “pesquisa avangada”. Em
seguida, adotou-se uma sequéncia de palavras-chave, com a inclusdo, de forma ordenada, das siglas
TS (GOAT* AND SNP*) e CU. A sigla “TS” indica que a pesquisa foi realizada no resumo, nas
palavras-chave e no titulo. Se for acrescido do asterisco “*” possibilita que a busca seja feita, também,
utilizando as variagdes das palavras indicadas no plural ou palavras-compostas. O termo “AND” foi
utilizado para que as palavras fossem pesquisadas. O termo “CU” funciona como delimitador do pais
a ser pesquisado, por exemplo, Brasil. Na revisdo, adotou-se a metodologia sugerida por Moura,
Dawson e Nogueira (2017), que prioriza o endereco fornecido pela instituicdo de pesquisa do primeiro
autor, incluindo o campo geogréafico dos paises inseridos na abordagem. Nos casos em que o enderego
do primeiro autor ndo foi identificado, o instituto da segunda autoria foi utilizado.

No entanto, quando o autor apresentou diferentes enderecos, foi considerado, neste estudo, aquele
indicado para a correspondéncia. Esse artificio teve como finalidade especifica padronizar e organizar
os dados por pais de origem da instituicdo de vinculagdo do pesquisador. Além disso, partiu-se da
perspectiva de considerar o primeiro e 0 segundo autores como 0s principais investigadores da
publicacéo.

Os resultados foram salvos em arquivo de formato “txt”, para uma busca ampla, recurso encontrado
na base de dados da WoS. Com o subsidio do Microsoft Excel®, foi aplicado o filtro dos pesquisadores
relacionados aos paises descritos na avaliagdo, conforme critérios e instituicdes aprimoradas referentes
a tematica descrita acima. Assim, foram realizadas, com o software, buscas pelas palavras-chave mais
usadas para obter um padréo e direcionamento das pesquisas sobre a aplicacdo do marcador molecular
SNP na conservacéo e producdo animal na caprinocultura.

Para verificar a aplicacdo do uso do marcador SNP em caprinos, registrou-se a frequéncia de palavras-
chave referentes aos principais temas que envolvem producéo animal e conservacao da biodiversidade:
diversidade genética, associacdo genémica ampla (GWAS), polimorfismo das proteinas lacteas,
adaptacdo, reproducdo e crescimento. Varias das palavras-chave foram agrupadas por serem
semanticamente equivalentes e associadas a um tema especifico da zootecnia (Miguéis et al. 2013).

Por fim, organizou-se uma lista de instituices de ensino e pesquisa que forneceram o endereco de
pesquisadores locais e de outros paises, com a inten¢do de contribuir em estudos futuros, como guia
para grupos de pesquisa voltados ao uso de marcadores SNP aplicados na producao animal e na
conservacdo da Capra hircus. Nesse caso, ao ser constatado mais de um endereco apresentado do
mesmo autor, utilizou-se também o fornecido para correspondéncia, com outra finalidade especifica,
a de padronizar e organizar, por paises, as informac6es obtidas (Moura, Dawson & Nogueira 2017).

Resultados

Mundo

De acordo com a estratégia de busca, a plataforma WoS apresentou 53.000 publica¢des cientificas
envolvendo a caprinocultura (Capra hircus). Constatou-se que a maior parte das producdes se encontra
distribuida em diferentes tipos de documentos, com destaque para mais de 44.000 artigos.

Os primeiros registros de publicaces mais consistentes, referentes a utilizacdo de marcadores SNP na
caprinocultura, sdo de 2009, com 24 trabalhos depositados no WoS. Com o tempo, aumentaram
significativamente em namero a cada ano, tendo o ano de 2016 como o mais produtivo, com 55
publicacbes (Figura 1). Portanto, verificou-se que publicacdes direcionadas a utilizacdo de marcadores
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194 SNP nos estudos sobre genética populacional, com enfoque para producéo e conservagdo de caprinos,
195  estdo cada vez mais valorizadas, com especial contribuicdo de estudos de associagdo gendmica ampla
196  (GWAS).
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198 Figura 1. Numero de publicagOes cientificas baseadas na utilizacdo de marcadores SNP para estudo
199 de diversidade em Capra hircus por ano de publicag&o.

200 Pesquisadores de 59 paises participaram da producdo de 390 publicacGes envolvendo o uso dos
200 marcadores moleculares de DNA SNP em caprinos. Dentre esses paises, a maioria das publicacdes é
202 oriunda de instituicBes asiaticas e europeias. China (146), india (64) e Italia (42) foram os paises mais
203 produtivos em publicagdes. O Brasil apresentou-se na décima primeira posi¢cdo com cinco trabalhos
204 publicados por autores principais (Figura 2).
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206  Figura 2. Numero de publicacdes depositadas por autores principais de paises com mais de trés
207 publicac6es que utilizaram o marcador SNP para estudos de diversidade genética em Capra hircus.

206 Nos artigos que envolveram publicacdo em que o autor era de uma instituicdo de um pais que nao
209 corresponde ao seu endereco de origem nacional, incluido na busca com o critério do segundo autor,
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novamente se destacaram, no cenario mundial, os paises China, India e Italia, com 93, 36 e 28
trabalhos, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Numero de publicacdes depositadas por autores secundarios dos paises que utilizaram SNP
para estudos de producéo animal e caracterizacao da biodiversidade em Capra hircus.

Em termos quantitativos, identificaram-se 393 palavras-chave que se repetiram nas publicacdes
selecionadas. S&o especificas e representam os contetdos descritos nos textos de forma eficiente. Ao
se avaliar o significado das palavras-chave, identificou-se que os estudos de diversidade genética e
gendmica populacional foram relacionados a 162 palavras-chave (aproximadamente 41%). Nas
demais areas, constatou-se, nas publicacGes voltadas para a producéo animal, que 23% tratavam sobre
polimorfismo das proteinas lacteas (90 palavras-chave); sobre aspectos da reproducdo, 23% (89
palavras-chave); e crescimento corporal, 13% (52 palavras-chave), conforme Figura 4.
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Figura 4. Frequéncia de palavras-chave referentes aos principais temas que envolvem producao
animal e conservacdo da biodiversidade em Capra hircus.

No Brasil, cinco producdes cientificas foram de autores principais. Comparando esses artigos, em
relacdo ao uso do marcador molecular SNP na caprinocultura, houve pouca abrangéncia contextual,
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227 sendo que apenas uma publicagdo estava direcionada a diversidade génica e resisténcia a endoparasitas
228 gastrointestinais nos caprinos (Tabela 2).

229  Tabela 1. Dez principais organizacfes com publicagdes sobre uso de SNP em Capra hircus.

. o Registros
Pais Organizagao N %

China  North West O. F. University China 81 30,57
Jiangsu Normal University 27 10,19

Chinese Academy of Agricultural Science 15 5,66
Huazhong Agricultural University 12 4,53

india Indian Council of Agricultural Research Icar 46 17,36
Icar National Bureau of Animal Genetic Resources 36 13,58

Italia University of Sassari 13 491
University of Milan 11 4,15

Franga Institut National de la Recherche Agronomique 14 5,28
Espanha Autonomous University of Barcelona 10 3,77
Total 265 100,0

Fonte: Web of Science™
230
231 Em sete publicacdes, o trabalho envolveu a participacdo de pesquisadores brasileiros em grupos de
232 estudos da Italia, Portugal, Espanha, Argentina e Colémbia. Neles, 0 uso de SNP em caprinos se
233 relacinou a estudo de diversidade genética voltada para producéo de leite e conservacao animal (Tabela
234 2).

235

Tabela 2. Publica¢Bes depositadas por autor principal do Brasil (1) e em conjunto com autores de outros paises (2)
que envolvem o uso de SNP na Capra hircus.
(1) Publicacdes de autores principais brasileiros
Organizacao/pais Referéncia Titulo da publicacdo
Stafuzza etal. 2016  Sequence analysis of the S1IPR1 gene in river buffalo.
Clinical and molecular study of a new form of hereditary myotonia

Universidade Estadual

Paulista Borgesetal. 2013 .
in Murrah water buffalo.
Universidade Federal . Comparison of different methods of goat sperm selection and
. Olivares et al. 2015 L P : . .
Fluminense capacitation for otimization of assisted reproductive technologies.
Embrapa Pecuéria Sudeste, . Single nucleotide polymorphisms in candidate genes associated
~ x Bressani et al. 2014 - . . . L
Séo Carlos, Sao Paulo with gastrointestinal nematode infection in goats.
Universidade Federal do Andrade, Barbosa & Identification of single nucleotide polymorphisms in the prion
Rio Grande do Sul Driemeier 2018 protein gene in Santa Ines and Dorset.
(2) Publicac¢bes conjuntas
Col6mbia/Brasil/ Analysing the diversity of the caprine melanocortin 1 receptor
Espanha/Itélia/ Kirikci etal. 2016 ~ (MCL1R) in goats with distinct geographic origins
Grécia/lr&/Roménia
Argentina/Brasil Cardona et al. 2015 Assocmtloq of S_NPs in t_he genes fc_)r kappa—casem and beta-
lactoglobulin with lactation curves in dairy goats
Italia/Brasil Sardina et al. 2012 Ppl_ymorphlsms of beta-lactoglobulin promoter region in three
Sicilian goat breeds
Portugal/Brasil Gama & Bressan 2011 Blotechnol_ogy applications for the sustainable management of
goat genetic resources
Italia/Brasil Capreraetal. 2007  Gosh: a web-based database for goat and sheep EST sequences
Italia/Brasil Capreraetal. 2007  Gosh: a goat and sheep ESTs database

Fonte: Web of Science™
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Discussao

A utilizacdo da plataforma WoS, neste estudo, possibilitou acesso a 53.000 publicagdes, valor que
demonstra, de forma consistente, as vantagens de se recorrer a uma base multidisciplinar que indexa
mais de 12.700 periédicos, nas diferentes areas cientificas. Ela contém informacdes que datam do
inicio do século XX e sdo atualizadas semanalmente, além de dispor de enderecos completos de autores
e coautores de cada trabalho cientifico (Adriaanse & Rensleigh, 2013).

Essa base de dados presta servico de indexacdo de referéncias baseado em assinaturas e propicia a
realizacdo de pesquisa ampla sobre citacbes, ao permitir o acesso a varios bancos de dados
relacionados com pesquisas de abrangéncia multidisciplinar. Nesse sentido, 0 uso do WoS vem
crescendo e ajudando o mundo académico a entender, com mais precisdo, as publicacdes cientificas
(Liu et al. 2018).

O conhecimento detalhado das publicacGes permite aos pesquisadores avaliar tendéncias ou o foco
principal dos trabalhos depositados nessa base de dados. Assim, nas areas de producao e conservacao
animal, é imperativo ter o conhecimento detalhado da diversidade genética dentro das populacdes e
entre elas, bem como ter ciéncia dos manejos adequados, da capacidade adaptativa e produtiva das
racas e dos grupos genéticos caprinos locais ou naturalizados (Toro, Fernandez & Caballero 2009).
Dessa forma, discute-se a situacdo geral das publicacbes com enfoque no uso dos marcadores SNP
para 0s estudos de producdo e conservacao dos recursos genéticos em Capra hircus, no mundo e no
Brasil.

Producao cientifica no Mundo

Os caprinos estdo entre 0s pequenos ruminantes mais importantes dentre os animais de interesse
zootécnico. Presentes mais nos paises em desenvolvimento, desempenham, de forma eficiente, papel
socioecondmico e cultural nos sistemas de producéo da agricultura familiar (Onzima et al. 2018).

Em um contexto geral, Groeneveld et al. (2010) asseguram que as informacdes disponiveis sobre a
caracterizacdo gendmica de recursos genéticos, dentre eles os caprinos, em todo 0 mundo, aumentaram
nos ultimos anos. Neste estudo, o levantamento de publicagdes direcionadas a utilizacdo de marcadores
SNP, nos estudos sobre gendmica evolutiva com enfoque para producdo animal e conservacdo de
caprinos, corroboram essa afirmacao.

Os primeiros registros de publicaces mais consistentes, referentes a utilizacdo de marcadores SNP na
caprinocultura, sdo de 2009, com 24 trabalhos depositados no WoS, e aumentaram significativamente
em numero a cada ano, tendo o ano de 2016 como o mais produtivo, com 55 publicacdes (Figura 1).

Esses resultados sdo decorrentes do progresso nas tecnologias de sequenciamento de genomas
completos (WGS) associados com a metodologia de microarranjos de deoxyribonucleic acid (DNA),
uso de single nucleotide polymorphism (SNP) ou polymerase chain reaction (PCR) em tempo real,
que proporcionaram novos entendimentos sobre a historia evolutiva e a diversidade genética dos
caprinos. A automacdo tornou possivel a reducdo de custos de sequenciamento em larga escala
(Amills, Capote & Tosser-Klopp 2017; Qiao et al., 2017).

Associar esse aparato cientifico-tecnoldgico a tragos fenotipicos, por exemplo, adaptativos, funcdes
ligadas a resposta imune a parasitas, conversdo alimentar, crescimento, producao de carne e leite,
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agrega relevancia econdmica suficiente para justificar essa evolugdo. Tornar possivel a construcao de
mapas genéticos dos animais de interesse zootécnico (Lin et al. 2013; Brito et al. 2017; Periasamy et
al. 2017) impactou positivamente na quantidade de publicacdes e isso foi detectado neste estudo.

A utilizacdo de abordagens estatisticas mais robustas, associada ao desenvolvimento de tecnologias de
sequenciamento gendmico mais recentes, tornou possivel a compreensdo mais clara da diversidade
genética em caprinos e, como inovagdo, também pode influenciar a ocorréncia de numero crescente
de publicac@es na area (Benjelloun et al. 2015; Ahrens et al. 2018).

Percebeu-se uma grande diferenca na quantidade de trabalhos publicados por paises asiaticos em
relacdo aos demais (europeus, americanos e africanos), envolvendo o uso de marcadores moleculares
SNP na producio animal e conservacio dos caprinos. Em uma abordagem geral, a China e a india
ocupam posi¢éo de destaque, pois respondem por mais de 54% das publicac6es depositadas no WoS,
no periodo avaliado.

Esses resultados ndo podem ser justificados exclusivamente como sendo uma consequéncia da
influéncia do efetivo de animais do pais, pelo fato de o maior rebanho caprino do planeta estar
localizado nos paises da Asia e da Africa, nos quais a caprinocultura é uma significativa atividade
econémica e representa uma das mais importantes fontes de proteina animal para a alimentagéo
humana. Mas, principalmente, por dispor de recursos humanos habilitados, aliado a capacidade
tecnoldgica. A consisténcia dessa afirmacgéo esta embasada no fato de paises com produgéo cientifica
na area possuirem centros especializados para formacéo de pessoal qualificado.

Nesse contexto, a North West O. F. University China, Indian Council of Agricultural Research Icar e
a University of Milan s&o instituicGes plblicas, localizadas em paises da Asia e da Europa, que podem
ser consideradas centros de alta producdo cientifica e, portanto, fomentadores de conhecimento
agropecudrio de destaque no cenario mundial, sendo referéncia para pesquisadores e instituicdes de
outras nacOes, conforme Tabela 1.

Ao se estabelecer um paralelo, em termos quantitativos, entre rebanho caprino e produtividade
cientifica, o continente europeu se apresenta como o0 segundo mais produtivo, com registros de mais
de 32% dos trabalhos depositados na base de dados. No entanto, a Europa tem um rebanho bastante
reduzido (1,65% do efetivo mundial), com a producéo voltada ao ramo leiteiro. A Italia, a Espanha e
a Franca sdo merecedoras de destaque, pois produziram 49, 22 e 18 publicacdes, respectivamente.
Conforme Aziz (2010), a Espanha, a Franca e a Grécia sdo 0s paises que estabeleceram programas
eficientes de selecdo, processamento e comercializacdo do leite de cabra, fato evidenciado pelo uso
das palavras-chave que envolvem termos referentes ao leite, presentes nas publica¢6es depositadas no
WoS por paises europeus.

Apesar de o continente africano possuir um rebanho caprino de cerca de 35% do quantitativo mundial,
percentual relevante no cenario global, ndo apresenta um ndmero de trabalhos depositados de forma
representativa, visto que foi comprovada a ocorréncia de apenas 41 publica¢bes. Confrontando a
relevancia numérica do rebanho caprino e o nimero de publicacdes de pesquisadores africanos, o valor
pode ser considerado pequeno. Mesmo assim, paises, como a Africa do Sul (14 publicagbes), o Egito
(07) e a Nigéria (07), respectivamente, superam paises da América do Sul e se destacam no continente.

Os numeros apresentados podem ser justificados pela falta de centros especializados em formacéo de
pessoal qualificado no desenvolvimento de tecnologias genéticas (Tabela 1). Além disso, tendo em
vista 0s equipamentos e tecnologias caros, ndo se destacam politicas publicas de financiamento para
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equipar laboratérios, tampouco transferéncia de conhecimento cientifico, fundamentais no estudo de
diversidade genética aplicada na producdo e conservagdo dos rebanhos caprinos. E possivel que os
pesquisadores africanos produzam seus trabalhos em parceria com autores de outros continentes,
devido & melhor infraestrutura dos laboratdrios e maior incentivo governamental.

Ao se analisarem os dados com base no significado das palavras-chave indexadoras, observa-se que,
nos paises mais produtivos em publicacdes, varios temas foram explorados, destacando-se: diversidade
genética, associacdo gendmica ampla, polimorfismo das proteinas lacteas, crescimento e reproducéo.
Portanto, ha, nesses paises, preocupacdo institucional e de pesquisadores na caracterizacdo e
entendimento da diversidade genética caprina (Guo et al. 2018; Ming-Xing et al. 2018).

Além disso, constata-se concordancia entre pesquisadores quanto ao fato de o uso do SNP, no estudo
da diversidade genética, ter sido fundamental, pois fornece informacdes sobre a estrutura populacional
dos grupos genéticos e de racas, bem como reducdo de diversidade, que sdo essenciais para o
estabelecimento de metas de conservacdo e producdo animal (Toro, Fernandez & Caballero 2009;
Brito et al. 2017).

Em sintese, a promocdo e o desenvolvimento da pesquisa dentro de um pais sdo dependentes da
presenca de instituicdes fortes e de profissionais qualificados para o desenvolvimento de tecnologias
gendmicas, programas de formacdo de pessoal qualificado, assim como a necessidade de politicas de
financiamento para equipar laboratorios e a difusdo de conhecimento cientifico. Nesse aspecto,
acredita-se que essas sejam as principais diferencas entre o0 que ocorre nos continentes em relacao ao
estudo de caprinos.

Situacéo no Brasil

Apesar de possuir um rebanho caprino de aproximadamente 9,6 milhdes de cabecas, distribuido
principalmente na regido Nordeste, a producéo brasileira de carne, leite e derivados dessa espécie €
baixa, requerendo atencdo politica para esse ramo da pecuaria. Essencialmente, o conhecimento da
estrutura populacional e da diversidade genética dos grupos caprinos locais, no sentido de otimizar a
produtividade animal e conservacdo de seu patriménio genético, pode favorecer a expansao do setor,
sendo os marcadores SNP ferramentas de auxilio a essa atividade (Onzima et al. 2018).

Embora o Brasil seja, nesse tema, 0 pais mais produtivo da América do Sul, apenas 11 artigos foram
publicados e depositados no WoS até o periodo de recuperacdo das publicacBes. Desses trabalhos,
cinco envolveram pesquisadores clasificados, no levantamento realizado, como primeiro autor, e 0s
outros seis foram produzidos com colaboracdo de pesquisadores de outros paises, como a Colémbia,
Italia, Espanha e Portugal. Das cinco publicacbes que envolvem a aplicacdo de marcadores SNP na
caprinocultura, apenas um efetivamente caracterizou o seu estudo no tema principal, o que coloca esse
campo de pesquisa brasileiro promissor. Em contrapartida, os outros seis trabalhos que tém a
cooperacdo de grupos estrangeiros e de pesquisadores brasileiros centralizaram seus estudos no
conhecimento de diversidade genética populacional para melhoria na producédo e conservacdo animal
dos grupos genéticos caprinos.

Além disso, é possivel que essa parceria cientifica entre pesquisadores brasileiros e instituices de
outros paises decorra da melhor infraestrutura laboratorial e do incentivo governamental para apoiar a
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pesquisa cientifica e a formagdo de pessoal qualificado encontradas nas instituicdes dos paises
parceiros. Parcerias sdo fundamentais para formacao de pesquisadores mais qualificados.

Entretanto, é fundamental despertar, nas institui¢cbes publicas ou privadas, o interesse em fomentar o
desenvolvimento e a disseminacdo das pesquisas cientificas voltadas para os diferentes campos de
interesse da sociedade, com vistas ao alcance de desenvolvimento social, econémico e sustentavel do
pais. Essa visdo despertou, nas instituicdes de diferentes paises, a necessidade de um olhar mais
direcionado ao desenvolvimento das ciéncias e tecnologias.

Consideracoes finais

Nos altimos 10 anos, inovacfes metodologicas envolvendo o marcador molecular SNP ocorreram e
foram utilizadas em estudos gendmicos e de estrutura populacional na caprinocultura, gerando
informacOes aplicadas na conservacgdo e producdo animal. Nesta revisdo, a partir de 2009, verificou-
se 0 interesse crescente dos pesquisadores pela aplicagdo dos SNPs na caprinocultura, com destaque
para China, India e Italia, que despontaram com maior nimero de publicagdes, com prevaléncia de
estudos voltados para diversidade genética populacional, polimorfismo das proteinas lacteas e aspectos
reprodutivos.

As pesquisas com caprinos usando os marcadores SNP, direcionadas a aspectos produtivos e
reprodutivos, relacionam a importancia no mercado mundial da carne, principalmente para atender ao
consumo asiatico, ao do leite e derivados, onde se destaca a Franca. Embora ja seja conhecido o
genoma completo, percebe-se que existem ainda muitas limitaces para a aplicacdo dos marcadores
moleculares SNP em caprinos, principalmente de ordem econdmica, como a falta de laboratdrios e
recursos humanos especializados, representando uma barreira para estudos genéticos baseados nessa
tecnologia nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Para superar limitagdes, politicas publicas
voltadas para o aparelhamento de laboratorios e formacdo de pessoal qualificado devem ser
priorizadas.
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Resumo

Os caprinos (Capra hircus) estdo distribuidos mundialmente devido a extraordinaria adaptabilidade e
robustez, servindo como fonte de alimento, fibras e pele. Os marcadores genéticos de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP) possibilitam investigar e esclarecer questdes envolvendo mudancas evolutivas
e conservacdo da biodiversidade populacional. Os objetivos do presente trabalho foram:
buscar loci discrepantes (outliers) que exibam alto Fst e PCA; associar as regibes do genoma dos
caprinos Marota e Anglonubiana a possiveis efeitos do processo de adaptacdo, genes candidatos e
aproveitar a possibilidade de estudos aprofundados sobre assinaturas de sele¢do natural. A busca por
regides adaptativas entre Anglonubiana e Marota foi realizada usando dados de genotipagem de um total
de 96 animais. Depois de aplicar controle de qualidade de dados, 45.600 SNPs foram incluidos nesta
investigacdo. A deteccédo de regides gendmicas afetadas pela selecdo natural foi realizada utilizando as
metodologias de analise de componentes principais (PCAdapt) e FDIST2. O estudo identificou varias
regides localizadas em 11 cromossomos potencialmente selecionadas. Além disso, identificaram-se
genes cuja expressdo estd relacionada ao crescimento corporal e a desenvolvimento esquelético
embrionario (FGF12, AMPD2, OSTN) e de regulacdo do equilibrio osmético dos caprinos nas areas
aridas e semiaridas (UTSB2, SLC5A2), onde esses animais precisam sobreviver com pouco recurso
alimentar e hidrico. Percebeu-se que a determinacdo da localizacdo e caracterizacdo dos outliers no
genoma caprino é fundamental para compreender a funcéo e o envolvimento dessas regides no processo
evolutivo dos grupos genéticos locais ou naturalizados, e que os Marcadores SNPs permitem criar uma
robusta fundamentacdo conceitual e mapas de selecdo natural de alta resolubilidade, que facilitardo
identificar genes candidatos e uma melhor compreensdo do histérico evolutivo da Capra hircus no
Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Fsr, genes candidatos, Loci Outliers, Marota, SNP.
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Introducéo

A cabra (Capra hircus) é provavelmente um dos primeiros ruminantes domesticados, fato ocorrido
a aproximadamente 10 mil anos [1] e tornou-se um componente importante dos sistemas de producao
agricola e pecuéaria em todo o mundo, principalmente nas regifes aridas e semiaridas, onde se inseriu
morfofisiologicamente como parte integrante do ambiente rustico de subsisténcia rural, com niveis de
producéo que vém contribuindo significativamente para a seguranca alimentar e para amenizar a situagao
de pobreza entre agricultores familiares de paises em desenvolvimento [2, 3].

Conduzidos pelas migracdes humanas e rotas comerciais, 0s caprinos se espalharam pelo mundo,
inicialmente na Asia, na Europa e na Africa e, a partir da Peninsula Ibérica, foram levados as América.
Essa distribuicdo foi favorecida pela versatilidade genética e grande capacidade adaptativa como a
resisténcia a diferentes e adversas condi¢cbes ambientais, expressando resisténcia a doengas e
principalmente, adequacéo térmica e adaptabilidade nutricional [4, 5, 6].

Nas Américas, e, em particular, no Brasil, a partir do século XVI, onde os caprinos foram
introduzidos pelos portugueses, franceses e holandeses, o sistema de manejo e as condi¢fes de ambiente
quente a que foram submetidos, moldaram genética e fenotipicamente esses animais, criando variacao
suficiente para tornar o Brasil com a maior diversidade de C. hircus da América do Sul, com 21 ragas,
segundo a Domestic Animal Diversity Information System [7].

Os caprinos passaram por processos adaptativos no Brasil durante varios séculos, originando as
racas e grupos com padrao fenotipico uniforme, que séo reconhecidos como naturalizados ou localmente
adaptados [8]. Do ponto de vista de conservacdo da biodiversidade na espécie, estes animais sao tratados
como patriménio cultural e também como patrimdnio biolégico de importancia regional. Porém, as
técnicas moleculares atuais podem comprovar se sdo Unicos e, consequentemente, indicar riscos da perda
de genes e de genotipos adaptativos que podem ser favoraveis para a producéo animal, frente a possiveis
mudancas climaticas globais, decorrentes da extin¢ao desses grupos genéticos [9].

Na concepcdo conceitual de genética de populacdes, a frequéncia dos loci génicos sofrem
influéncias de forma sistematica de mutacdes, sele¢do e dos processos migratorios e de forma dispersiva
pela selecdo natural e deriva genética. Assim, € imperativo para os sistemas produtivos e
conservacionistas, entender que proporcdo do genoma de uma raga ou quais genes estdo sob acdo dos
fatores de selecéo, principalmente da natural ou mesmo dos processos evolutivos ocasionais, para assim,
quantificar o papel da adaptacao na historia evolutiva das espécies [10, 11, 12, 13].

Na prética, € crucial que seja identificado com precisdo o genoma das populacdes naturalizadas de
caprinos do pais, para gerencia-las com perspectivas de produgdo e conservacao genética. Em ambas, o
conhecimento do genoma € fundamental para a identificagdo de loci adaptaveis as condi¢cbes ambientais
[5], pois tanto o homem como o ambiente interferem muito na variacdo fenotipica e genética,

principalmente sob condi¢Bes adversas de temperatura e nutricdo, comuns em regides semiaridas, onde


https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/livestock-production-systems
https://www-sciencedirect.ez117.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/livestock-production-systems
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genes especificos podem estar sob acdo de sele¢do natural, detectaveis por metodologias disponiveis
atualmente.

A esse respeito, o desenvolvimento de métodos e tecnologias de sequenciamento de genomas
completos (GWAS), a partir de genotipagem com uso de painéis de polimorfismo de nucleotideo Gnico
(SNP), facilitou o rastreamento da variabilidade genética das espécies, bem como identificar assinaturas
adaptativas no genoma, além de detectar associacdes entre regides gendmicas e caracteristicas de
interesse. Com a automacao, ocorreu a reducdo de custos, possibilitando o uso dessas metodologias em
larga escala [14,15,6,16,17], e assim abrir caminhos para sua utilizacdo na selecdo genémica, além de
proporcionar melhor entendimento sobre a histéria evolutiva dos caprinos, que se encontra mais atrasado
que nas demais espécies de interesse zootécnico [ 17 ].

Em relacdo a estatistica, uma medida de diferenciacdo genética usada é a abordagem Fst-
heterozigosidade, proposta por Beaumont e Nichols [18]. Esse enfoque, aplicado a dados moleculares,
é um indicador de diferenciacdo genética que permite a comparacdo da estrutura populacional de
diferentes organismos. E usado para identificar loci no genoma que se apresentam com diferenciagio
genética significativamente maior ou menor do que o esperado sob condi¢des de equilibrio, que séo
denominados de loci outliers, divergentes ou discrepantes, e estdo possivelmente sob acdo de selecéo
natural, sendo favorecidos ou ndo pelo ambiente [19, 20, 21, 13 e 22].

A estatistica Fst € um método muito utilizado, mas pode ocorrer um nimero elevado de loci falso
positivo, por considerar os individuos agrupados em populacdes [23,24]. Uma alternativa tem sido
combinar com abordagens baseadas em individuos, pois, com isso aumenta-se a confiabilidade nos
estudos sobre assinaturas de selecdo natural [25,13].

Existem varios métodos de varreduras do genoma baseados em individuos que utilizam técnicas
relacionadas em analises multivariadas. O uso do PCAdapt baseado em componentes principais é uma
alternativa plausivel para validar ou identificar assinaturas de selecao [26].

Diante da exposicdo, objetivou-se, com o presente trabalho, buscar loci outliers, utilizando-se Chip
SNP 50K, empregando diferentes metodologias e, associar regifes do genoma de Capra hircus a
possiveis efeitos do processo de adaptacao, assim como identificar genes candidatos que estdo sob acédo

de selecdo natural.

Material e Métodos

Declaracéo de ética
Todos o0s procedimentos realizados com 0s animais estdo de acordo com normas do comité de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, nimero de registro 058/14.

Amostragem
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A pesquisa foi realizada com amostra de 96 individuos: do grupo genético Marota (n=86)
(localmente adaptado), pertencentes a dois criatérios, (n=76) localizados no municipio Castelo do Piaui-
Pl (latitude 05°19'20" sul e longitude 41°33'09" oeste), e (n=10) no municipio de Elesbdo Veloso-PI
(latitude 06°12'07" sul e longitude 42°08'25" oeste). Os demais individuos da raga Anglonubiana (n=10)
sdo de um rebanho localizado em Teresina-PI (05°0239,95” sul, longitude 42°47°03,70” oeste),

serviram como referéncia comparativa relativa a diversidade genética

Genotipagem

A genotipagem foi realizada utilizando o Chip SNPs caprino 50K, contendo 53.347 SNPs
uniformemente espagados nos cromossomos. O chip foi fabricado de acordo com a tecnologia Infinium
da Ilumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de genotipagem foi seguido conforme
estabelecido pelo fabricante (disponivel em www.illumina.com).

Para avaliacdo da qualidade dos dados genotipicos, utilizou-se o programa Plink versao 1.9 [27].
Foram considerados apenas 0os SNPs localizados em cromossomos autossémicos. Eliminaram-se das
analises as amostras com Call Rate inferior a 80% e com Alelo de Menor Frequéncia (MAF) < 0,05 e
gue se mostraram em equilibrio de Hardy-Weinberg, determinado pelo teste exato de Fisher com 1000
permutacdes e considerando P>0,05.

Apos a filtragem e o controle de qualidade conduzido nas populagdes, foram excluidas amostras
que criteriosamente apresentavam: Call Rate <90%, ou seja, apresentaram menos de 90% de gendétipos
determinados pelo painel de genotipagem; apresentar heterozigosidade acima de trés desvios padrdes
em relacdo a média; gendtipos idénticos (>99,5%) e erro de identificacdo do sexo, no caso de individuos
identificados como machos apresentarem genotipos heterozigotos para marcadores no cromossomo X.

O namero de SNPs remanescentes, apds o controle de qualidade foi 45.600 [28,29].

Determinacao de regides gendmicas sob selecdo
Para a detecc¢do de loci sob selecdo, a subpopulacdo Marota foi analisada. A Marota é um caprino
tipico da regido semiarida, que esta ameacada de extingdo [8] devido a constante introducao de material
genético comercial na regido. A conservacdo in situ da Marota tem-se prolongado durante décadas
devido a projetos governamentais e também a parcerias privadas. Nesses rebanhos fechados
(denominados Nucleos) ndo ocorre migracdo e nem selecdo artificial direcional. Devido a estratégia
utilizada in situ, a diversidade genética dentro de cada subpopulacdo é mantida sob efeito apenas da
selecdo natural [8].
Nesse sentido, uma maneira comum de identificar loci, supostamente sob sele¢do em estudos de
gendmica populacional, é investigar os que tém alta diferenciacdo Fst em relagdo a sua heterozigosidade

esperada no equilibrio de Hardy-Weinberg [18]. O indice Fsr, corresponde a probabilidade de dois alelos
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serem sorteados aleatoriamente, em uma populagdo descendente de um alelo ancestral presente na
mesma populacdo. Para isso, combinaram-se abordagens diferentes e alternativas para dar maior
confiabilidade aos estudos de se localizar regides do genoma sob agéo de selegdo natural.

Entdo, a detecgdo de SNPs potencialmente sob sele¢do foi realizada através de dois métodos de
investigagdo de outliers. Essa analise foi conduzida pelo método padréo do FDIST2, baseado no software
ARLEQUIN v 3.5.2.1 [30] e no pacote fsthet R. Também, identificaram-se loci outliers em uma anélise
de componentes principais (PCA) usando o pacote do R, denominado de PCAdapt R [26].

Método FDIST?2 padrao/fsthet-R

A metodologia FDIST2, proposta por Beaumont e Nichols [18], é utilizada para obter a
distribuicdo nula de Fst versus heterozigosidade esperada sob um modelo de ilha por simulagdes de
coalescéncia, portanto essa distribuicdo muda de forma, com base na demografia da populagao.

Utilizou-se o programa fsthet-R, que calcula quantis suavizados a partir do conjunto de dados
existentes na genotipagem para se identificarem loci outliers com valores extremos de Fstem relagéo a
sua heterozigosidade no equilibrio de H-W [31]. Nesse caso, considera-se que 0s marcadores
identificados como outliers, apresentam potencial adaptativo [19,20,22].

Método FDIST2/ Arlequin

Em outra abordagem, utilizou-se 0 método padrdo FDIST2 [18], implementado no software
ARLEQUIN 3.5 [30]. A metodologia aplicada frequentemente usa 0 modelo hierarquico de ilhas. Para
cada locus, as frequéncias alélicas sdo usadas para calcular os valores de Fst condicionados a sua
heterozigosidade no EHW e para calcular os valores de P para cada locus[20, 23].

Para gerar a distribuicdo conjunta de Fst versus heterozigosidade, realizaram-se 50.000
simulacdes coalescentes com 50 grupos de 100 demes. Com base no percentil de 0,01 foi construido o
limite de intervalo de confianca de 99% para a distribuicdo esperada da relacdo do Fst e
heterozigosidade. Loci mostrando comportamento de diferenciacédo atipica (Fst) e localizado fora da
neutralidade foram detectados como outliers [20].

Método do PCAdapt (versdo 2.0 do pacote R) [ 26 ]

Identificou-se o Fst outlier, usando a abordagem do pacote PCAdapt R, que executa varreduras
gendmicas e detecta genes sob selecdo, utilizando dados baseados em individuos e em técnicas de analise
multivariadas, dentre elas a analise de componentes principais (PCA).

Inicialmente, o PCAdapt foi executado com um nimero de componentes principais K=1, o nimero
K explicando a maior parte da variacdo, conforme recomendado pelos autores do software [ 26 ].

Em seguida, as distancias de Mahalanobis foram usadas como teste estatistico para procurar
SNPs discrepantes e transformados em valores de p para realizar multiplos testes de hipdteses.

Finalmente, o corte para detectar Loci outliers foi escolhido com base no procedimento de valor
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q implementado no pacote g -value R (R Core Team 2013), usando 0,01% como o limite da taxa de
descoberta falsa.

A distribuicdo dos valores de p foi verificada usando: Um gréafico Quantil-Quantil dos valores p
esperados versus valores de p observados e um histograma [26].

Taxa de Descobertas Falsas (FDR)

A taxa falsa-positiva, conceitualmente, corresponde ao nimero de loci neutros significativos
(falsos positivos) dividido pelo namero total de loci neutros testados. Da mesma forma, entende-se que
0 FDR pode ser definido pelo nimero de locus neutros falsos-positivos dividido pelo nimero total de
resultados positivos [32]. Transformou-se os resultados em em g-values para corrigir as comparacgdes
maltiplas.

Adiante, utilizou-se um corte de valor g 0,01 para definir um resultado positivo [33]. O valor g de
um locus corresponde a propor¢do esperada de falsos-positivos entre todos os locus com valores
de p iguais ou menores do que o locus observado. Nesse caso, entende-se que 0s loci que tem valores
de g iguais a 0,01, devem ter um FDR esperado de 1% [33, 26], usando o g-values do pacote R (R Core

Team 2013), que transforma os valores-p em valores-g.

Conteudo génico de regides identificadas como sob selecéo

Localizou-se 0s genes das regides gendmicas significativas usando o genoma de cabra de
referéncia v1.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=capra%?20hircus). Fez-se a busca génica
para 0s marcadores SNPs localizados dentro de alguns genes, usando o Ensembl Comparative Genomics
Resources e 0 banco de dados NCBI Gene. Em alguns casos, devido a anotacéo incompleta do genoma
da cabra, a ferramenta BioMart de Ensembl (www.ensembl.org/biomart) foi usada para determinar os
bovinos ort6logos (Bos Taurus), ovinos (Ovis aries), suinos (Sus scroffa) e humanos (Homo sapiens) e
com IDs genéticos para cada gene detectado.

Fez-se uma pesquisa na literatura e no banco de dados de QTL de bovinos, suinos e ovinos
(disponivel online em http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index) para identificar fendtipos

conhecidos.

Resultados

Valor de Fsrglobal
O valor de Fst igual a 0,16 €é indicativo da existéncia de diferenciacdo genética entre o grupo
genético Marota e a raca comercial Anglonubiana.
Loci sob selegdo e identificacdo de genes sob selecdo natural
Método FDIST2


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=capra%20hircus
http://www.ensembl.org/biomart
http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index
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O método do FDIST2, implementado no softwere fsthet R, detectou uma lista de 1761 loci
outliers que apresentam um Fst acima da zona de neutralidade, com média de 0.29 e uma
heterozigosidade média de 0,35. Estes estdo localizados em todos 0s cromossomos autossémicos, sendo

0 cromossomo 6 o que apresentou maior quantidade de outliers, conforme anexo 1 e Fig 1.

Far

He

Fig 1. Cenario apresentado para os 1761 loci outliers que estdo sofrendo acdo de sele¢do natural
direcional ou disruptiva, pontos acima da linha vermelha. Os demais marcadores s&o loci neutros.

Como o pacote fsthet do R, identificou muitos loci outliers, o software Arlequin, por ter uma
estatistica mais precisa foi utilizado, pois associa um p-valor aos loci outliers, no qual foi escolhido um
alfa de 0.01 para detectar os SNPs outliers. Nesse caso, foram identificados 14 marcadores outliers,
conforme Tab 1.

Tabela 1. Regides genbmicas sob selecdo e lista de genes localizados na regido dos 14 SNPs mais
significativos (com base no P-valor 0,01 detectado pela metodologia FDIST2 do Arlequin).

Cromossomo SNP outlier P-value Distribuicéo Genes
06 snp31742-scaffold354-420831* 0,006 420831 Regido intergénica
snp24457-scaffold248-1468420* 0,006 74829520 Regido intergénica
snp38279-scaffold4816-76898* 0,006 94632773 Regido intergénica
08 snp33341-scaffold391-3245653* 0,006 3665139 Regido intergénica
snp33316-scaffold391-2266280* 0,006 4644512 GALNTL6
snp43771-scaffold588-1668067* 0,005 14724319 NKAIN2
09 snp36869-scaffold447-3340669* 0,009 80064765 Regido intergénica
11 snp15213-scaffold1621-1365230* 0,006 58948520 LRRTM4
15 snp53215-scaffold801-192969* 0,007 9907114 Regido intergénica
snp41670-scaffold542-11277* 0,007 47407147 OTOG
21 snp18963-scaffold191-316399* 0,007 44518722 CFL2
SLC5A2, AHSP,
25 snp44135-scaffold6-477013 0,005 27505380 Ao
LOC102181181
snp57108-scaffold909-714756* 0,006 4282276 Regido intergénica
26 snp55604-scaffold862-687700* 0,006 26426028 SORCS3

P-valor, distribui¢do e genes presentes nas regides dos marcadores SNPs;
*sobreposicdo em duas abordagens metodoldgicas;

Abordagem do PCAdapt R
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Tendo como referéncia, a origem de duas populagbes de caprinos analisadas, o primeiro
componente principal (PC), agrupou geneticamente os individuos (Fig 2).

Projection onto PC1 and PC2

0.4-

- Anglonubiana

PC2

® Marota

0.0- =

-0.3 -0.2 -0.1 0.0
PC1

Fig 2. Dispersdo dos animais em plano cartesiano relacdo aos dois primeiros escores dos componentes principais.

Em seguida, foi construido um histograma, no qual € perceptivel que os valores de p estdo bem
calibrados, pois estdo distribuidos de maneira uniforme. No entanto, fica evidente, na distribuicéo, que
existe um pico em torno de 0, o que constitui um forte indicio da presenca de loci outliers (Fig 3A).

Para os marcadores SNPs outliers analisados, foi apresentado um grafico quantil-quantil, que é
normalmente usado para verificar o ajuste da distribuicdo da frequéncia dos dados a uma distribuicéo de
probabilidades [34]. Nesse sentido, o conjunto de dados amostrais foi aproveitado em analises do
PCAdapt R para detectar SNPs outliers. Entdo, a analise do grafico Q-Q dos p-valores esperados e
observados indica que a maioria dos valores de p segue a distribuicdo uniforme esperada, com niveis
mais baixos de significancia (0,01) enquanto os p-valores (0,01) sdo menores que o esperado, portanto,
confirma-se a presenca de loci outliers. Com base na taxa de falsa descoberta (FDR) de 0,01, quatorze
SNPs foram detectados como outliers (Fig 3B).
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1000 1500 2000
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Fig 3. (A) Distribuicdo dos valores de P baseados no histograma e (B) no grafico Q-Q
Sob a metodologia baseada em Componentes Principais (PCAdapt), foram detectados 1372 marcadores,
localizados acima da zona de neutralidade, com um p-valor maior que 2,0 e sem corre¢do FDR. Portanto,
os marcadores outliers foram identificados acima da linha de normalidade (Fig 4). E fundamental
ressaltar que, para as duas metodologias, os resultados abrangem todos 0s 29 cromossomos autossomos,
com o numero de SNPs significativos variando de 11 e 13 (cromossomo 27) a 112 e 169 (cromossomo
06) (Figs 3 e 4).

.."'oo °
.-3. 4

%
’.00.: :'
)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29
chromosome

Fig 4. Cenério para distribuicdo dos loci outliers sem corre¢do FDR/ PCAadapt

Devido ao grande numero de marcadores SNPs outliers, localizados nas diversas regides
cromossdmicas do grupo genético Marota, surgiu a necessidade de se obterem dados mais confiaveis e

robustos para os cenarios que envolvem a busca de loci outlier. Assim, aplicou-se FDR com g-valor de
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0,01, nesse caso, identificaram-se 14 marcadores SNPs, ou seja, com possibilidades de estarem sob acdo
de selecéo (Fig 5) e com maiores detalhes na Tab 2.

-log10{qvalue)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 272829
chromosome

Fig 5. Cenério para distribuicdo dos loci outliers com correcdo de 0,01 de FDR/ PCAadapt.

Tab 2. SNPs outliers sob sele¢do natural mostrando niveis significativos (FDR 0,01) e lista de genes localizados na regido dos 14
SNPs detectados pelo PCAdapt R.

Cromossomo SNP outlier Posicéo P-value (ErEies
01 snp36295-scaffold4351695548* 74579244 0,044 FGF12, UTS2B, OSTN, CCDC50
snp6320-scaffold1223-315475* 12096695 0,086 Regido intergénica
03 snp25340-scaffold261 1087491* DAB1, AMPD2, LOC102185621,
31688141 0,088 LOC100861222
04 snp46417-scaffold641-1278697* 1278697 0,098 DNAJB6, UBE3C
. MARCHL1, TMA16, NPY1R,
06 snp59993-scaffold999-426450 1736025 0,127 NPY5SR. TKTL2,
07 snp41464-scaffold54-493580* 68458023 0,158 Regido intergénica
08 snp38279-scaffold4816-76898** 94632773 0,182 Regido intergénica
snp59201-scaffold972-291675* 95443929 0,182 Regido intergénica
09 snp36869-scaffold447-3340669** 80064765 0,204 Regido intergénica
snp8962-scaffold1324-311436* 89207416 0,206 Regido intergénica
11 snp18060-scaffold18510803188 62255976 0,238 PELI1
16 snp52580-scaffold785-203051* 71615383 0,318 HHAT
22 snp21240-scaffold2073-421602* 25482065 0,400 Regido intergénica
25 snp44135-scaffolde-477013+« 27505380 0,445 SLC5A2, AHSP, ARMC,

LOC 102180368, LOC102181181

P-valor, distribui¢do e genes presentes nas regifes dos marcadores SNPs.
*Sobreposicdo em duas abordagens metodoldgicas.
**Sobreposicdo em trés abordagens metodoldgicas.

Mapeando Regides selecionadas positivamente para anotacées do genoma

Varios loci outliers, em diferentes regides cromossdmicas, foram detectadas no genoma dos

caprinos Marota e Anglonubiana. A principio, percebe-se que essas regides contém genes que estao
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envolvidos em importantes processos biolégicos adaptativos e/ou produtivos, como producdo carne ou
fibras, tamanho corporal e controle do equilibrio hidrossalino. Essas regides candidatas estdo
distribuidas nos diferentes cromossomos autossémicos (Tab 1 e 2) [ 13, 35].

As regides gendmicas identificadas (Tab 1 e/ou 2) possuem marcadores outliers localizados
dentro de sequéncias génicas, o que constitui um forte indicio de que esses genes estejam sob a¢édo de
selecdo natural. Dentre os genes identificados, destacam-se: OTOG, CFL2, LRRTM4, NKAIN2,
GALNTLS6, LOC102183030, HHAT, PELI1, DABL1, FGF12, DNAJB6, SORCS3. Além desses genes,
as andlises realizadas, detectaram nas regides proximas, loci génicos essenciais a adaptagdo dos caprinos
ao semiarido, incluindo-se nesses: UTS2B, OSTN, SLC5A2.

Discusséo

Os caprinos introduzidos no Brasil foram criados, por muito tempo, para diversos propdsitos e,
gradualmente, acumularam tracos fenotipicos adaptativos, tornando-se bem ajustados aos ambientes
tropicais. Entdo, entender 0s mecanismos genéticos e evolutivos responsaveis por essas caracteristicas,
deve ser um principio norteador para elaboracéo de programas de conservacéo e melhoramento genetico
animal. Portanto, o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de genomas completos e 0 uso
de Chip de SNP de média densidade permitem a compreensédo dessa diversidade genética populacional
[5].
Anélise do Fst global

Tendo como referéncia os resultados de outros trabalhos apresentados, constatou-se maior

diversidade genética entre animais naturalizados e racas comerciais do que comparando animais de racas
comerciais entre si (Grasso et al., 2014) [ 36 ]. Nesse aspecto, tendo um Fst global de 0,16 e a raca
Anglonubiana como referéncia, existe um forte indicio de que o grupo genético Marota apresenta uma

consideravel diversidade genética [ 37 ].

Analise dos componentes principais

Para deteccdo de loci outliers no genoma, o pacote do R, o PCAdapt tem uma vantagem adicional
em relacdo ao método do Fst outlier do FDIST2, pois analisa a populagdo, sem a necessidade de
subdividi-la, ou seja, a analise dos dados € baseada em individuos [ 38 ].

A principio, as andlises de estruturacdo genética, baseadas nos componentes principais,
revelaram que o nimero de agrupamento que explica com mais clareza os dados da variagdo genémica,
entre o grupo genético Marota e raca e o da Anglonubiana, foi de K=2 para analise de marcadores SNPs.
Nesse sentido, quando as subpopulacdes séo representadas no plano cartesiano, constituido pelos dois
primeiros componentes principais, observou-se uma separacao nitida entre os grupos de animais (Fig 2),
com um individuo dos grupos distintos proximamente relacionado geneticamente, o que indica haver

participacdo genética da raca Anglonubiana no grupo naturalizado Marota.



44

Na perspectiva da distribuicdo do p-valor no histograma e no gréfico quantil-quantil, a
uniformidade apresentada demonstra calibracdo, pois 0s mesmos estdo bem distribuidos. No entanto, a
presenca de outliers no pico em torno do zero é um forte indicador de loci sob acéo de selecéo [39].

Determinacéo de regides gendmicas sob selecéo

Os resultados das tabelas 1 e 2, confirmam achados anteriores para populagdes de cabras, em
especial para os aspectos adaptativos, como a termotolerancia, equilibrio osmdtico e processos de
producdo animal [13,35]. Em relacdo as diferentes abordagens de deteccdo de outliers, houve
sobreposicdo entre 0os marcadores presentes nas regides cromossdmicas identificadas pelos métodos de
modelo de ilha hierarquica baseada na metodologia do FDIST2, implementada no Arlequin e no fsthet
R, que identifica loci outliers com valores extremos de Fstem relacéo a heterozigosidade e do PCAdapt,
que detecta genes sob selecéo, utilizando dados genémicos baseados em individuos e em técnicas de
analise multivariada, dentre elas, a analise de componentes principais (PCA). Portanto, a metodologia
usada foi eficiente para buscar no genoma caprino loci sob acéo de selecéo.

Ha expectativa de que a adaptacéo aos ambientes tenha moldado a diversidade genética dos grupos
nativos ou naturalizados de caprinos na regido semiarida, dentre eles destacando-se a Marota. Da mesma
forma, espera-se identificar evidéncias dos diferentes tipos de selecdo natural desse grupo, como
respostas ao processo migratorio, a selecdo natural e a deriva genética. Entdo, identificar o nimero e a
localizagd@o dos loci envolvidos no historico adaptativo local dos caprinos € um ponto crucial e inicial
para compreender e caracterizar a sua base genémica evolutiva [20,13,16,22].

Para esse fim, foi fundamental a utilizacdo recente dos marcadores SNPs que, devido a sua
distribuicdo ampla nas diversas regifes do genoma, podem ser localizados em regides codificadoras ou
com funcBes regulatorias. Portanto, os SNPs fornecem oportunidades para se identificarem variantes
genéticas sob selecdo ou assinaturas gendmicas de selecdo. Assim, esse marcador molecular permite
localizar loci outliers ou de valores discrepantes entre populacdes, como medido pela estatistica Fst e
em diferentes abordagens [13,16,22].

Para compreender o uso de SNPs como marcador para se identificar loci discrepantes ou outliers
no genoma, vale ressaltar que esse marcador esta associado a outros SNPs no cromossomo, no qual
ocorreu a mutacdo. Nesse sentido, o conjunto especifico de SNPs em um cromossomo denomina-se
haplotipo. Assim, os marcadores SNPs estdo ligados e sdo herdados juntos. Entdo, quando esse marcador
esta fisicamente préximo a um locus (adaptativo ou ndo), ele tendera a ser herdado juntamente com o
mesmo, portanto, se um alelo em um haplétipo for favorecido pela selecdo natural, esse alelo tera maior
frequéncia na populacéo [40, 41].

Para evitar que um SNP seja erroneamente identificado como outlier, as evidéncias do processo

de adaptacdo por selecdo foram investigadas por meio de diferentes abordagens. Empregou-se um dos
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métodos de deteccdo de loci outliers baseado em analise dos componentes principais (PCA). A grande
vantagem dessa abordagem reside no fato de ndo agrupar os individuos em populacdes e usar técnicas
relacionadas de andlises multivariadas [26]. Ha achados que mostram, de forma evidente, que a
diminuicdo do nimero de amostras tem efeito insignificante na identificacdo dos resultados positivos
confiaveis ao utilizar abordagens multivariadas [22,42]. Além disso, houve resultados praticos expressos
em simulacGes que envolviam apenas duas populagbes, portanto, as demais abordagens sao
metologicamente parecidas e utilizam o modelo de ilha hierarquica implementado no FDIST2 [31,43].

Nas duas metodologias deste estudo, houve sobreposicGes de alguns marcadores distribuidos nos
cromossomos autossdmicos das populagdes amostradas. Neste caso, em decorréncia do histérico
evolutivo da Marota, pode te ocorrido gargalo populacional ou mesmo expansdo populacional, que
poderia resultar em excesso de alelos raros [37]. No entanto, a identificacdo de picos, tais como 0s
localizados nos cromossomos 06 e 25, que foram identificados por mais de um método, sdo excelentes
indicadores de loci sob acdo de selecdo natural, ou seja, dificilmente se caracterizariam como falsos-
positivos [13].

Nesse sentido, os loci outliers mostraram padrdo de distribuicdo diferente no genoma, com
localizag@o que abrange diversas regides em todos 0s cromossomos autossémicos, 0 que caracteriza o
processo de ligacdo génica. Dentre essas regifes, 0os cromossomos de numeros 01, 04, 06 e 08,
respectivamente, destacaram-se, com quantidade superior de loci outliers. Nesse sentido, fica
documentado que os marcadores para diversos genes ndo estdo localizados de maneira uniforme pelo
genoma e, com isso, podem ser agrupados em regides com significado relevante para tragos fenotipicos
produtivos e/ou adaptativos, relatados em outros estudos [13,36].

Trabalhos de independentes autores, documentaram regides do genoma da C. hircus e
identificaram genes responsaveis pela producdo de algum componente de fibras da pelagem, do leite e
da carne [13,36]. No presente estudo, os achados também identificaram genes de importancia. Por
exemplo, a regido génica do cromossomo 06, corrobora as informacdes contidas em outro estudo [13].
Assim, a existéncia dessas regides, sob selecdo no genoma do grupo genético Marota e ra raca
Anglonubiana, fornece oportunidades para determinar caracteristicas adaptativas e até produtivas, que
podem estar correlacionadas ao modo de vida do animal caprino nas regifes tropicais semiaridas do

Nordeste brasileiro, fato documentado em trabalhos em caprinos de regifes semiaridas [44].

Descricdo da funcédo biolégica prevista do loci outlier

Genes candidatos que foram encontrados dentro das regides gendmicas mais significativas,
foram avaliados para entendimento funcional em processos e funcdes bioldgicas e moleculares
especificas. Entdo os genes FGF12 (fibroblast growth fator 12), AMPD2 (adenosine monophosphate
deaminase 2), OSTN (osteocrin), expressam proteinas que influenciam no tamanho corporal e o

desenvolvimento esquelético e embrionario [43,13,35]. O gene SLC5A2 (solute carrier family 5 member



46

2) codifica proteina que atua como transportador de glicose e sais minerais nos rins [45]. O gene UTSB2
(urotensina 2), atua como potente vaso constritor [46].

Sabe-se que o tamanho reduzido e a formacéo corporal do caprino Marota estdo intimamente
relacionados com a capacidade de regulacao eficiente da temperatura e isso explica o tamanho corpéreo
pequeno dos varios grupos genéticos naturalizados nas regides aridas e semiaridas, onde as pastagens
sdo geralmente de baixo valor nutritivo e as temperaturas sdo elevadas, pois estes processos sao
controlados por genes sob acdo de selegcéo natural, como os genes FGF2, OSTN [45, 47, 37,13]. Neste
estudo, destaca-se que a caracteristica de crescimento dos caprinos € influenciada pela selecéo artificial
direcional, em oposicdo ao processo de selecdo natural em ambientes tropicais.

Diferentemente das populac¢des estudadas por outros autores [13,43], cabe a este trabalho realizar
a discussdo de loci outliers ligados a adaptacdo ao ambiente tropical. Para tanto, destacam-se os loci
SLC5AZ2 (solute carrier family 5 member 2) que codifica a proteina que atua como transportadora de
glicose e sais minerais nos rins [45] e o loci UTSB2 (urotensina 2) que atua como potente vaso constritor
[46]. Muito provavelmente esses loci atuam regulando o equilibrio osmotico dos caprinos nas areas
aridas e semiaridas, onde os animais precisam sobreviver com pouco recurso hidrico.

Toda essa diversidade de loci outliers mostrou forte evidéncia de sele¢cdo, mesmo na auséncia de
um sinal de associacdo com tracos fenotipicos conhecidos. Os loci identificados podem estar controlando
caracteristicas para as quais ndo existe anotacdo dos genes, em virtude da anotacdo incompleta do

genoma dos caprinos, mesmo se utilizando ortélogos da Capra hircus [13].

Conclusotes
Considerando esta pesquisa para 0s caprinos (Capra hircus) sob selecdo natural nos tropicos, pode-
se concluir que:

e Os marcadores SNPs permitem criar uma robusta fundamentacdo conceitual e mapas de
selecdo natural de alta resolubilidade, que facilitardo identificar genes candidatos e uma
melhor compreensédo do histérico evolutivo da espécie;

e As metodologias de deteccdo de loci outliers foram eficientes e complementares na
elucidacdo de regides gendmicas dos caprinos pesquisados;

e Com essa metodologia, foi possivel identificar, no processo evolutivo ao ambiente
semiarido, tragos fenotipicos relacionados ao crescimento corporal;

e O balanco hidrico e as caracteristicas que privilegiam o menor consumo de agua nesses
pequenos ruminantes foram também revelados como relevantes no historico evolutivo dos

caprinos nas regides tropicais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos 10 anos, inovagbes metodologicas envolvendo o marcador molecular SNP
ocorreram e foram utilizadas em estudos gendmicos e de estrutura populacional na caprinocultura,
geraram informacdes aplicadas nos estudos de diversidade genética e producdo animal. Nesta revisdo, a
partir de 2009 verificou-se o interesse crescente dos pesquisadores pela aplicacdo dos SNP na
caprinocultura, com destaque para China, a india e a ltalia, que despontaram com maior nimero de
publicacdes, com prevaléncia de estudos voltados para diversidade genética populacional, polimorfismo
das proteinas lacteas e aspectos reprodutivos.

Nesse aspecto, os marcadores moleculares SNP, se mostraram Uteis e eficientes para se
determinar o conhecimento da variabilidade genética do caprino Marota, pois permitiram criar uma
fundamentacéo conceitual e mapas de selecdo natural, que facilitardo identificar genes candidatos e uma
melhor compreensdo do histérico evolutivo da espécie. Também, as metodologias de deteccéo de loci
outliers foram eficientes e complementares na elucidacdo de regifes gendmicas dos caprinos
pesquisados, pois alguns tragos fenotipicos relacionados ao crescimento corporal e ao equilibrio
hidrossalino foram identificados, 0 que se caracteriza como relevantes no historico adaptativo e
evolutivo desse grupo genético.

Estudos adicionais sdo necessarios para validar a identificacdo de loci outliers encontrados neste
estudo, para que sejam introduzidas nos programas de melhoramento e conservacao da diversidade dos
caprinos, visando o melhor entendimento dos mecanismos biolégicos e da arquitetura genética destas
caracteristicas.

Nesse contexto, a utilizagdo de programas de conservacdo dos recursos genéticos, mantidos por
diferentes centros de pesquisas como as universidades publicas e privadas, acrescidas de parceria com
criadores, podem gerar tecnologias e informacdes de fundamental importancia para a pecuaria, pois
recursos genéticos animais sdo essenciais para a seguranca alimentar, reducdo das desigualdades sociais,

erradicacdo da fome e geracdo de emprego e renda em diversas partes do mundo.
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5.1 Tabela que informa a localizagéo cromossdmica dos marcadores SNP analisados nas
populacdes Marota e Anglonubiana.

Tabela 3. Resumo dos marcadores SNP analisados e localizagdo nos cromossomos
autossomos de C. hircus. Nas metodologias de Fst outliers e PCAdapt.

Contagem
Contagem % %
Cromossomo | pooutliers | (N=1731) | Foa0ePt | (N=1372)
1 106 6,01930721 88 6,413994169
2 82 4,6564452 56 4,081632653
3 61 3,46394094 35 2,551020408
4 103 5,84894946 70 5,102040816
5 82 4,6564452 73 5,320699708
6 169 9,59681999 112 8,163265306
7 47 2,6689381 50 3,644314869
8 92 5,22430437 77 5,612244898
9 58 3,29358319 50 3,644314869
10 80 4,54287337 53 3,862973761
11 69 3,91822828 66 4,810495627
12 73 4,14537195 69 5,029154519
13 54 3,06643952 52 3,790087464
14 43 2,44179443 34 2,478134111
15 54 3,06643952 56 4,081632653
16 52 2,95286769 54 3,935860058
17 59 3,35036911 37 2,696793003
18 54 3,06643952 48 3,498542274
19 19 1,07893242 16 1,166180758
20 48 2,72572402 51 3,717201166
21 50 2,83929585 19 1,38483965
22 62 3,52072686 46 3,352769679
23 21 1,19250426 22 1,603498542
24 42 2,38500852 23 1,67638484
25 49 2,78250994 32 2,332361516
26 25 1,41964793 17 1,239067055
27 13 0,73821692 11 0,801749271
28 42 2,38500852 24 1,749271137
29 42 2,38500852 27 1,967930029
0 9 0,51107325 2 0,145772594
Total 1.731 100 1.372 100
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5.2 Regibes gendmicas sob selegéo e lista de genes localizados na regiéo dos 14 SNPs
mais significativos

Tabela 4. Regides gendmicas sob selecdo localizados na regido dos 14 SNPs mais
significativos (com base no P-valor 0,01 e Fst detectados pela metodologia do FDIST2
do Arlequin).

Cromossomo SNP outlier P- value Fst Distribuigao
06 snp31742-scaffold354-420831 0,0062949653  0,82568939 420831
snp24457-scaffold248-1468420 0,0063936756  0,051949921 74829520
snp38279-scaffold4816-76898* 0,0061357017  0,85323761 94632773
08 snp33341-scaffold391-3245653 0,0062949653  0,82568939 3665139
snp33316-scaffold391-2266280 0,0065023118  0,83521023 4644512
09 snp43771-scaffold588-1668067 0,0058954371  0,82663897 14724319
snp36869-scaffold447-3340669* 0,0092420383  0,79529459 80064765
11 snp15213-scaffold1621-1365230 0,0063936756  0,051949921 58948520
I snp53215-scaffold801-192969 0,0076511185  0,81502999 9907114
snp41670-scaffold542-11277 0,0076511185  0,81502999 47407147
21 snp18963-scaffold191-316399 0,0076511185  0,81502999 44518722
- snp44135-scaffold6-477013* 0,0056004485  0,85584861 27505380
snp57108-scaffold909-714756 0,006294965 0,82568939 4282276
26 snp55604-scaffold862-687700 0,0063936756  0,051949921 26426028
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6.1 Rotinas do Programa R utilizadas nesse estudo

Rotina do Arlequin
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Library (fsthet)
gpop<-my.read.genepop(*‘cap2.gen™)

gpop<-gsub()

fsts<-calc.actual.fst(gpop)

plot(fsts$Ht, fsts$Fst,xlab="Ht",ylab="Fst",pch=19)
write.table(fsts, file = "fsts.txt™)
quant.out<-fst.boot(gpop, bootstrap = T)
quant.list<-ci.means(quant.out[[3]])

jpeg("out.jpg"”, width=7, height=7, units="in", res=600)
plotting.cis(df=fsts,ci.df=quant.list,make.file=F)
dev.off()
outliers<-find.outliers(fsts,boot.out=quant.out)
write.table(outliers, file = "outliers.txt")
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ROTINA DO PCADAPT R

K <- 25

x <- pcadapt (pca genotype, K = K)

plot(x, option = "screeplot") # 19 groups seems to be the correct valu
e
plot(x, option = "scores", pop = sel[, 1]) # how populations are share

d among the 19 groups
K <= 19

x <- pcadapt (pca genotype, K = K, min.maf = 0)

summary (x) # numerical quantities obtained after performing a PCA

plot(x, option = "manhattan')

plot(x, option = "ggplot", threshold = 0.1)

plot(x, option = "stat.distribution") # Distribution of Mahalanobis di
stances.

gval <- gvalue (xSpvalues) $gvalues

alpha <- 0.1

outliers pcadapt <- which(gval < alpha)

print (outliers pcadapt)

length (outliers pcadapt) # 14 outliers

alpha <- 0.01 # use of a more stringent threshold to detect outliers
outliers <- which(gval < alpha)

print (outliers)

length (outliers) # 14 outliers

ind <- paste("pop", sell, 1]) # vector with the name of population



