Actas Iberoamericanas de Conservacion Animal AICA 6 (2015) 92-97

DIVERSIDADE GENETICA EM CAPRINOS LOCALMENTE
ADAPTADOS NO BRASIL UTILIZANDO O BEADCHIP 50K

Moura J.O.", Campelo J. E.G.., Bajay M.M.2, Costa M.S.!,
Cavalcante D.H.!, Aratjo A.M.?

'Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui. Campus Universitario Ministro Petrénio Portella.
UFPI. *jeaneprofessora@hotmail.

*Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da Universidade
Estadual de Sao Paulo - USP. Sao Paulo. Brasil.

*Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Embrapa Meio Norte. Teresina. Piaui. Brasil

RESUMO

Foram estimados os parametros populacionais com objetivo de avaliar a
variabilidade genética do rebanho de conservacdo da raca Marota através de
BeadChips de SNPs. Amostras de sangue de 76 caprinos Marota, pertencentes ao
Nucleo de Conservagdo da Embrapa foram coletadas e enviadas ao laboratério
privado para genotipagem utilizando o BeadChip de Caprino (///lumina Inc., San
Diego, California). Do conjunto de dados submetidos ao controle de qualidade,
83,92% dos SNPs permaneceram nas andlises estatisticas. O rebanho de
conservacdo genética da Embrapa Meio Norte apresentou valores de
Heterozigozidade observada (Ho) igual a 0,3819 e Heterozigosidade esperada (He)
iqual a 0,3797. Adicionalmente, a andlise mostrou indice de fixa¢ao proximo de
zero (Fis= -0,00265), indicando variagdo dos SNPs dentro da populagdo. Os
resultados indicam que o estado de conservagdo do nucleo pode ser monitorado
por meio deste microarranjo de BeadChip.
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GENETIC DIVERSITY IN BRAZILIAN LOCAL ADAPTED GOATS
USING 50K BEADCHIP

ABSTRACT

Estimation of population parameters through BeadChips SNPs was applied to
evaluate the genetic variability loss in the Embrapa’s nucleus of Marota local
breed. The blood sample of 76 Marota goats of the Embrapa’s Conservation
Nucleus were collect and then sent to genotyping in a private laboratory, using the
lllumina Goat BeadChip (lllumina Inc., San Diego, California). The quality
control of the data set showed that 83.92% of the SNPs remain for the statistics
analysis. The genetic conservation herd of Embrapa Meio Norte revels
Heterozygosity observed (Ho) equal to 0.3819 and Heterozygosity expected (He)
equal to 0.3797 values . In addition, the analysis showed fixation index near zero
(Fis = -0.00265), indicating existence of variation in the SNPs within the
population. The results show that the nucleus conservation status can be monitored
by BeadChip microarray.

Keywords: Conservation; SNP; Molecular markers; Marota.

INTRODUCAO

O Brasil apresenta racas de animais domésticos originados a partir de animais
trazidas pelos portugueses na época do Brasil colonia. Ao longo do tempo esses
animais foram submetidas a selecdo natural em diferentes ambientes,
desenvolvendo caracteristicas adaptadas a eles (Barros et al., 2011; Mariante et al.,
2011), passando a ser conhecidas como racas “crioulas”, “locais” ou
“naturalizadas”. Atualmente a maioria dessas ragas encontra-se ameacgada de
extingdo, principalmente devido a cruzamentos indiscriminados com animais de
ragas exoticas, que passaram a ser importados no final do século XIX (Mariante et
al., 2011). Nessa situagdo encontram-se os caprinos da raga Marota, nativa do
semidrido do Nordeste brasileiro, se apresenta como fonte de genes favoraveis a se
adequar as adversidades desse ecossistema, portanto deve merecer atengao por ser
considerado material genético importante para manuten¢do da biodiversidade da
espécie no pais (Araygjo et al., 2009). A conservagao e o melhoramento genético de
animais dependem da diversidade da espécie considerada, sendo que a diversidade
¢ resultado da variabilidade entre ragas (interracial) e dentro de ragas (intrarracial).
A esse respeito, € importante o conhecimento do nimero de individuos da raca e
sua variabilidade, caso haja indicios de risco de extin¢ao, pois essas informacoes
sdo indispensaveis para o gerenciamento do futuro da raga (Machado et al., 2008).
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No estudo da variabilidade genética das populagdes as caracteristicas usadas como
marcadores podem ser fenotipicas ou moleculares (Machado et al., 2008). Os
marcadores moleculares surgiram como uma ferramenta para estudos genéticos
(Curi et al., 2013). Dentre estes, os marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) caracterizam-se por apresentar mutagdes em base Unica na cadeia
de bases nitrogenadas, normalmente sao bialélicos, podem ser encontrados em
regides codificadoras ou com fungdes regulatérias de genes, sdo abundantes e
apresentarem distribui¢do homogénea pelo genoma. Plataformas para detecgdo de
milhares a centenas de milhares dessas variacoes no DNA (Chips de SNPs de alta
densidade) foram criadas e estao sendo utilizadas (Pereira et al., 2013). Em 2010 o
IGGC (Intenacional Goat Genome Consortium) criou um Chip Internacional de
SNP para caprino, constituido por 53.347 SNPs igualmente espagados e
segregando com alta a moderada frequéncia nas ragas Alpina, Boer, Crioulo,
Katjang, Saanen e Savanna (Tosser-Klopp et al., 2014). Diante do exposto,
objetivou-se avaliar esta plataforma de microarranjos de SNPs para estimar a
diversidade genética do rebanho do Nucleo de Conservacdo da raga Marota no
Estado do Piaui.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados com os animais estdo de acordo com normas
do comité de ética da UFPI. Foram genotipados 69% dos 111 animais pertencentes
ao Nucleo de Conservagdo da raca caprina Marota, mantido pela Embrapa Meio
Norte no municipio de Castelo-PI. Foi realizada a coleta de 3 mL de sangue de
cada animal com uso de um tubo vacutainer, contendo fluoreto de sédio ¢ EDTA,
que preservam a morfologia celular mantendo a qualidade das amostras. O sangue
foi coletado por pun¢do a vacuo na veia jugular, identificado e acondicionado em
caixa térmica com gelo seco e enviado para um laboratoério particular, onde foi
realizada a extragdo de DNA e a genotipagem das amostras. Para genotipagem das
amostras foi utilizado o BeadChip SNP 50K da ///lumina para caprino. Nas analises
estatisticas fez-se avaliagdo da qualidade dos marcadores e das amostras. Dentre
os critérios de qualidade e seus limites de exclusao para os SNPs foi avaliado o
Call Rate, que ¢ a propor¢cao de SNPs identificados, e a Freqiiéncia do Menor
Alelo (MAF). SNPs com Call Rate <95% e com MAF<0,05% foram identificados
e excluidos da andlise estatistica. Para a amostra os critérios e limites foram: Call
Rate <90%, desvio de heterozigosidade acima de trés desvios padroes (>3DP) em
relacdo a média, gendtipos idénticos (>99,5%) e erro de identificagdo do sexo, no
caso de individuos identificados como machos apresentarem gendtipos
heterozigotos para marcadores no cromossomo “X”. Os sigletons foram
identificados e excluidos da andlise. Foi realizado o teste de Fisher pelo programa
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PLINK (Purcell et. al., 2007) para verificar se cada loco encontra-se de acordo
com as proporcdes esperadas no Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram
descartados SNPs com propor¢do de dados perdidos superior a 5% e com
freqiéncia do menor alelo (MAF) inferior a 5%. Freqiiéncia alélica,
Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He), Coeficiente de
Consanguinidade Intrapopulacional (FIS) foram calculados utilizando-se os
pacotes para a plataforma R: Adegenet (Jombart & Solymos, 2008) e
HIERFSTAT (Goudet, 2005). A estruturacao genética do rebanho foi verificada
individualmente utilizando-se as estatisticas de Nei (1973, 1987). A interpretacao
dos resultados foi realizada como descrito para as estatisticas F de Wright (1931),
por serem analogas as estatisticas de Nei (Holsinger e Weir, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do conjunto de dados submetidos ao controle de qualidade, 83,92% dos SNPs
permaneceram nas analises estatisticas conforme detalhamento a seguir. O call
rate considerado para este estudo foi de 99,95%, de modo que nenhuma amostra
foi excluida do estudo. Dos 53.347 SNPs iniciais, 14,39% foram descartados do
conjunto de dado por apresentarem MAF<0,05. Ainda, 1,44% foram descartados
por apresentarem propor¢ao de dados perdidos superior a 5% e 1,36% descartados
por ndo estarem segundo as propor¢des esperadas do Equilibrio de Hardy
Weinberg. O nucleo de conservagdo genética da Embrapa Meio Norte apresentou
valores de Ho igual a 0,3819 e He iqual a 0,3797, esses valores sdo muito
proximos, indicando que ndo estd ocorrendo perda ou fixa¢ao de alelos. O Fig
encontrado foi negativo e proximo de zero (Fis= -0,00265), o que também
demonstra haver diversidade na populacao de caprinos Marota, visto que o Fig
mede o grau de endogamia do individuo em relagdo a subpopulagdo. Assim, nao
havendo indicios de perda acentuada de diversidade genética dentro da populagao,
significa que o nucleo de conservacdo estd mantendo a variabilidade genética. O
resultado obtido nesta analise, que indica manuten¢do da variabilidade genética,
também foi constatado por Costa et al. (2008), em um estudo com marcadores de
microssatélites feito neste mesmo rebanho. Barros et al. (2011), avaliou a estrutura
genética da mesma populagdo com base em dados de pedigree e também observou
baixos valores de endogamia. Diante do exposto, o BeadChip caprino 50K da
Illumina possui caracteristicas favoraveis para a avaliacao de diversidade genética
em caprinos da raga Marota, possibilitando estudos futuros mais aprofundados
devido a ampla amostragem do genoma.
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CONCLUSAO

Os resultados indicam que o estado de conservacdo do nucleo pode ser monitorado
por meio do BeadChip caprino 50K da /llumina, uma vez que este microarranjo
foi informativo na populacdo de caprinos Marota, uma das ragas caprinas
brasileiras localmente adaptadas.
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