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RESUMO

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2016. Analise genética de caracteristicas de resisténcia ao
Haemonchus contortus em caprinos Crioulos. Orientador: Fabyano
Fonseca e Silva. Coorientador: Robledo de Almeida Torres.

Foram utilizados 5.796 registros de perfis parasitolégico (ovos por grama de
fezes - OPG) e histologico (contagem de eosindfilos sanguineos — EOSI; e
volume globular - VG), para obtencdo da resposta a resisténcia ao
parasitismo Haemonchus contortus ao longo do tempo, oriundos de 138
caprinos da ragca Crioula com idades variando de 173 a 307 dias,
pertencentes a empresa francesa INRA (Institut National de Recherche
Agronomique) na Unité de Recherches Zootechniques (URZ) localizada em
Guadalupe (Antilhas Francesa), coletados no periodo de 2009 a 2013. A
primeira analise destes dados foi contrastar diferentes modelos estatisticos
(repetibilidade - REP; e regressédo aleatéria - MRA) para uma avaliagao
genética relacionada a resisténcia de caprinos Crioulos infectados
artificialmente com 10.000 larvas L3 de Haemonchus contortus, em 2 etapas
(Desafio 1 - correspondente a imunizagao do animal ao parasita; e Desafio 2
- correspondente a resposta da imunizagdo adquirida pelo animal apos a
primeira infec¢ao artificial) e observados durante 56 dias. Para o MRA o
ajuste ocorreu por meio de fungdes polinomiais de Legendre para a curva
fixa (ki), efeito genético aditivo (kas) e de ambiente permanente (kp)
considerando as ordens dois (funcao linear) e trés (funcédo quadratica) para
descrever as estruturas de (co)variancias em fungéo do tempo. Por meio do
software WOMBAT, os modelos (REP e MRA) foram comparados pelos
critérios de informacao de Akaike (AIC) e Bayesiano de Schwarz (BIC).
Estes avaliadores de qualidade destacou no Desafio 1, os seguintes MRA
com as ordens: 3,2,3 para OPG; 3,3,2 para EOSI e 2,2,3 para VG como
sendo 0s mais plausiveis para descrever geneticamente a curva de
resisténcia de caprinos Crioulos inoculados com Haemonchus contortus. Ja
para o Desafio 2, os MRA com as ordens: 3,2,3; 3,2,2 e 3,3, respectivamente
para as caracteristicas OPG, EOSI e VG foram ressaltado para a mesma

finalidade. Na segunda analise destes dados para ambos os Desafios (1 e 2)

Xiii



foi realizada a identificacdo de genes associados aos mecanismos de
resisténcia em caprinos Crioulos ao Haemonchus contortus, por meio um
Estudo de Associagdo Gendmica Ampla (Genome-Wide Association Study -
GWAS) para contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Todos os
animais avaliados neste estudo foram genotipados utilizando o chip lllumina
goat SNP50 BeadChip (lllumina Inc. San Diego, CA) contendo 53.347 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de nucleotideos de base
unica). E ap6s o controle de qualidade, os gendtipos de todos os individuos
passaram a ter 46.643 SNPs, onde foram incluidos no GWAS. As
associagbes que mostraram significativas foram identificadas através de
modelos lineares mistos e ajustados separadamente para cada Desafios (1 e
2) utilizando a fungdo GWAS do pacote rrBLUP do software R. No Desafio 1
foram encontrados sete SNPs (no cromossomo 4, 6, 11 e 17) e no Desafio 2
foram reportados cinco SNPs (nos cromossomos 3, 8, 9 e 24). A anotagao
dos genes candidatos foi realizada nas posicbes destes marcadores
significativos, onde o principal cromossomo em termos de numero de genes
anotados foi o seis (Desafio 1) e o oito (Desafio 2) para a caracteristica de
interesse OPG. Uma vez que a infeccdo de Haemonchus contortus provoca
danos graves no intestino em animais infectados, resultando num processo
de inflamacdo e também a perda de sangue (ou anemia), 0 uso destes
genes anotados € grande importancia, pois 0s mesmos podem ser

analisados sob um ponto de vista para uma resposta imunolégica integrada.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May, 2016. Genetic analysis of resistance traits to Haemonchus
contortus in Creole goats. Adviser: Fabyano Fonseca e Silva. Co-adviser:
Robledo de Almeida Torres.

A total of 5.796 records of parasitological (fecal eggs count - FEC) and
histological (counting blood eosinophils - EOSI, and packed cell volume -
PCV) profiles were used to study the genetic resistance to Haemonchus
contortus parasitism in Creole goats belonging to French company INRA
(Institut National de Recherche Agronomique) in Unité de Recherches
Zootechniques (URZ) located in Guadeloupe (French West Indies). The
datasets were collected in the period between 2009 to 2013. The first
analysis consisted in comparing statistical models (repeatability - REP, and
random regression - MRA) for genetic evaluation related to the resistance of
Creole goats artificially infected with 10.000 larvae L3 of Haemonchus
contortus. The infection occurred in 2 steps (Challenge 1 - corresponding to
the immunization of the animal to the parasite; and Challenge 2 -
corresponding to the immunization response acquired by the animal after the
first artificial infection). The MRA were fitted by Legendre polynomials
assumed to the fixed curve (k;), additive genetic effect (ko) and permanent
environmental (k,) considering the two orders (linear function) and three
(quadratic function) to describe the structures of (co) variance as a function
of time. The analyses were performed by using WOMBAT software, being
the models compared through Akaike Information (AIC) and Bayesian
Schwarz (BIC) Criteria. For Challenge 1, the following MRA with orders: 3,2,3
for FEC; 3,3,2 for EOSI e 2,2,3 for PCV were the most plausible to describe
genetic variation in goats in relation to the resistance to Haemonchus
contortus. For Challenge 2, the MRA with orders: 3,2,3; 3,2,2 e 3,3,
respectively for the characteristics FEC, EOSI e PCV, presented the best
fitting. The second analysis was performed to identify genes associated with
resistance mechanisms in the Creole goats to Haemonchus contortus
through Genome-Wide Association Study (GWAS) for fecal eggs count
(FEC). All animals in this study were genotyped using the chip lllumina goat
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SNP50 BeadChip (lllumina Inc. San Diego, CA) containing 53,347 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism). Significant associations were identified by
linear mixed models fitted separately for each Challenges (1 and 2) using the
function rrBLUP of R software. At Challenge 1 were found seven significant
SNPs (on chromosome 4, 6, 11 and 17); and at Challenge 2 were reported
five significant SNPs (on chromosomes 3, 8, 9 and 24). Candidate gene
annotation study was performed in the positions of these significant markers.
Chromosome 6 was the most relevant in terms of the number of annotated
genes, since a total of six (Challenge 1) and eight (2 Challenge) genes were
associated to FEC. These genes are related to inflammation process and
loss of blood (or anemia), which are symptoms of Haemonchus contortus
infection. These identified genes can be submitted to future studies aiming to

elucidate the integrated immune response to this parasitism.
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INTRODUGAO GERAL

Atualmente o primeiro lugar mundial no numero de caprinos é ocupado
pela China, que detém mais de 188 milhdes de animais, ja o Brasil ocupa
apenas o 18° lugar no ranking mundial com 8.915.966 animais (Figura 1). De
acordo com Oliveira (2009), pela grande extenséo territorial brasileiro e levando
em conta as condi¢cbes edafoclimaticas favoraveis no que diz respeito ao
desenvolvimento da caprinocultura, a taxa (ou percentual) de rebanhos séo

muito inferiores quando comparados aos rebanhos bovinos.
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Figura 1. Distribuicdo mundial de caprinos. Fonte: FAO/FAOSTAT (2015).
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Figura 2. Evolugéo do rebanho de caprino no Brasil por regido (1970 a 2015).
Fonte: IBGE (Pecuaria / 2015).
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Desde 1970 a 2015 (Figura 2), a regiao nordestina do Brasil sempre se
manteve com um maior numero de animais se comprada as demais regiées do
pais, e atualmente participa com 91,17% desde rebanho nacional. Ja para cada
regido brasileira, a participacdo do rebanho informa: 3,65% (sul), 2,39%
(sudeste), 1,67% (norte) e 1,12% (centro-oeste).

A partir do ano de 2011 (Figura 2) o cenario da caprinocultura no Brasil
se transformou significativamente, havendo inumeras redug¢des no tamanho
efetivo de animais, onde muitos fatores ja sao conhecidos (Oliveira, 2009),
contribuiram fortemente em prejuizos econbmicos e qualidade (produtos
carneos e lacteos) produzida no pais (Passafaro, 2015):

- produtos homogéneos no que se diz em quantidade e qualidade estédo
em falta no mercado brasileiro, especialmente para consumidores que
planejam desembolsar um custo adicional para este diferencial;

- manejos inadequados relacionados as praticas sanitarias (abate
clandestino) com elevado risco para a saude os consumidores, como também a
ineficacia no manejo nutricional, de ambiéncia e desenvolvimento,
comprometendo o desenvolvimento da caprinocultura;

- predominio de sistemas de producdo a pasto, onde os ambientes
disponiveis (ou favoraveis) contribuem para a infestacdo de parasitos em
animais, como também o proprio aumento da contaminagao das pastagens.

Mesmo com todos esses entraves o setor da caprinocultura brasileira, o
forte mercado externo exercido por outros paises tem perspectivas de alcancar
novos nichos, aumentando cada vez mais o consumo de seus produtos

carneos nos principais centros mundiais (Figura 3).

Ameérica do Norte

Europa

Outros paises

18%
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Figura 3. Estimativa mundial na demanda de produtos carneos de origem
caprina até 2021. Fonte: FAO (2015).
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Para que essa estimativa ocorra muito bem, varios paises investem ha
anos em instituicdes publicas e privadas, e as mesmas usam programas de
melhoramento genético em caprinos na luta contra a infeccdo parasitaria
ocasionada pelo nematéide Haemonchus contortus. Este parasito é
considerado como um dos maiores causadores de perdas produtivas e
reprodutivas no setor da caprinocultura de corte (ou leite) no mundo,
principalmente em ambientes tropicais e subtropicais (Perry et al., 2002).

O impacto da infecgao parasitaria na saude nestes pequenos ruminantes
independente da espécie, raca ou estado nutricional, caracteriza-se
principalmente pelo quadro clinico de anemia (hiperaguda, aguda ou crénica),
resultando na morbidade e letalidade em individuos ndo tratados,
principalmente em fémeas apds o parto e animais jovens. Gunia et al. (2013)
constataram que a margem bruta de lucro na produg¢ao de carne de caprino por
grandes e pequenos produtores € reduzida em até 81% devido a infestagdes
parasitarias.

Indmeros trabalhos informam que o melhor controle ao parasitismo
(Haemonchus contortus) baseiam-se no uso de anti-helminticos e no manejo
das pastagens (Gray, 1997; Amarante et al., 1999; Sotomaior, 2002). Mas, por
outro lado existe a grande dificuldade do manejo das pastagens; o longo
periodo de probabilidade das larvas infectantes no ambiente promovido pelo
indice pluviométrico, umidade e temperatura do solo; e o aumento da
resisténcia dos endoparasitas aos farmacos fabricados atualmente e
administrados sem critérios técnicos.

O Institut National de Recherche Agronomique (INRA) situada em
Guadalupe (Antilhas Francesa) € uma forte instituicdo de pesquisa francesa
que ha mais de 15 anos tem intensificados seus esforcos em pesquisas
(agricultura e pecuaria). E atualmente tem como desafio comprovar a
existéncia de animais resistentes ao Haemonchus contortus, principalmente em
avaliacao da variabilidade genética disponivel em caprinos da raca Crioula
(Mandonnet et al, 2005; Bambou et al, 2013) com propdsito de fornecer uma
estratégia viavel de controle de longo prazo.

Animais geneticamente resistentes tém a habilidade de impedir o

estabelecimento e/ou desenvolvimento da infec¢ao parasitaria (Albers et al.,



1987). Com isso, uma das estratégias utilizada pelo INRA é classificacdo da
resposta do hospedeiro ao Haemonchus contortus:

- resisténcia inata: mostra-se como passiva e baseia-se na habilidade do

hospedeiro em evitar o estabelecimento do endoparasita por meio de
mecanismos fisico-quimicos (Miller e Gray, 1996);

- resisténcia_adquirida: tem comportamento ativo, e baseia-se na acao

da imunidade do hospedeiro apds a infeccdo parasitaria (Amarante et al.,
1999).

As selecbes de animais resistentes com a finalidade de diminuir o
surgimento de endoparasitas nos rebanhos estdo relacionadas: com estudos
imunoldgicos da resisténcia através da selegéo direta (marcadores fenotipicos);
e a identificagcdo de genes que influenciam a resisténcia do hospedeiro ao
Haemonchus contortus através da selegao indireta (marcadores moleculares).

Para a quantificagdo da carga parasitaria em pequenos ruminantes, 0s

marcadores fenotipicos podem ser: (a) parasitolégico: através do OPG -

contagem de ovos por gamas de fezes (Thomaz-Soccol et al., 2004); (b)
hematoldgico: por meio do EOSI - numero de eosindfilos circulantes no sangue
(Mendes et al., 2000; Balic et al., 2006); e do VG - volume globular (Bull et al.,
2003; Taylor et al., 2010).

Outra ferramenta disponivel para selegdo de caprinos Crioulos
resistentes € a introducao de ferramentas gendmicas, através de Estudos de
Associacao Gendmica (ou GWAS — Genome-Wide Association Study) aliados
as novas tecnologias de analises automatizadas de marcadores moleculares,
tais como o marcador SNP (Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo
de nucleotideos de base unica). O GWAS permite apontar as variacdes no
DNA que estao conectados ou associados com a caracteristica de resisténcia,
indicando a localizagdo dos genes envolvidos com a expressao deste fendtipo
de interesse e auxiliando na clareza dos mecanismos fisiolégicos e/ou
biolégicos desses genes anotados (KU et al., 2010).

A realizacao deste trabalho teve por base os seguintes objetivos gerais:

- Comparar diferentes modelos de avaliagdo genética (Repetibilidade e
Regressédo Aleatoria) a fim de avaliar aquele que melhor descreve
geneticamente a curva da resisténcia genética dos caprinos Crioulos ao

Haemonchus contortus através de marcadores fenotipicos.
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- Realizar um GWAS para OPG em caprinos Crioulos de Guadalupe e
também identificar os possiveis genes candidatos associados a resisténcia ao
Haemonchus contortus nesta populagao.

O formato desta tese de Doutorado foi estruturado em dois capitulos,
sendo que o primeiro falara sobre o tema: “Avaliagdo genética de
caracteristicas de resisténcia ao Haemonchus contortus em caprinos
Crioulos”. E o0 segundo capitulo tera como tema: “Genome-Wide Association
Study and identification of candidate genes for fecal eggs count in Creole

goats”.

REVISAO DE LITERATURA

llha de Guadalupe

Esta localizada no mar do Caribe (Figura 1) abrangendo uma area de
1.800 km?, e é formada por duas ilhas (Basse-Terre e Grande Terre) separadas
por um estreito de 200 m de largura e unidas por duas pontes. Este
arquipélago ainda administra os setores socioecondmicos de mais quatro ilhas
(Figura 1): La Désirade, Marie Galante, e lles des Saintes (composta por duas
ilhas: Terre-de-Bas e Terre-de-Haut). Ainda, Guadalupe é integrada ao
departamento ultramarino francés, de acordo com a Constituicdo Francesa,
Artigo 73 (Modificado 28/03/2003) considerados "Départaments d'Outre-Mer”
(ou DOM), assim como as outras colbnias, tais como: Guiana Francesa,
Réunion, S&o Bartolomeu, Saint-Martin [lado francés], Martinique e entre
outras. Nesta qualidade, gozam da mesma igualdade de direitos e da mesma
identidade legislativa que cada departamento do Hexagono francés, com
acréscimo de possibilidades de adaptacao, levando em conta suas situagdes
especificas (CONSEIL CONSTITUTIONNEL, 2015; APEBFR, 2015).
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Figura 4. Vista aérea por satélite da llha de Guadalupe. llustragcdo: Google
Maps.

As regides de Basse-Terre e Grande-Terre sdo bem distintas uma da
outra. A primeira tem 838 km? com morfologia montanhosa, onde se encontra o
vulcao, ainda ativo, chamado Soufriere com 1.467 m. Ja a segunda regiao do
arquipélago tem 595 m? e sua morfologia € de relevo plano a suave ondulado,
com caracteristica de solo calcario. Em uma area de 16.28 km? as terras sao:
17% araveis, 14% prados e pastagens, 39% florestas e arbustos, e 30%
incultas e improdutivas. A economia de Guadalupe € baseada principalmente
na agricultura familiar, voltada ao setor de producdo da cana de acucar,
banana e frutas tropicais. E também ao enfoque no setor pesqueiro e turismo
da ilha (GUIAVIAGEM, 2015).

Em toda a regido da ilha o clima é tropical quente e muito umido,
caracterizado por duas estacodes distintas (Figura 2), uma chuvosa e quente de
maio-junho a novembro, e uma estagdo seca e mais fresca de dezembro a
abril-maio. Na estacao quente e umida, os meses de julho a outubro, ocorrem
com bastante frequéncia um numero consideravel de aparecimento de ciclones
(furacdes). Durante a estagao seca e fria os ventos alisios de nordeste mantém

um clima moderado e com temperaturas mais amenas. A precipitacdo varia
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muito, dependendo da exposicdo aos ventos. Assim, existem areas verdes
(regido de Basse-Terre) e outras areas bastante secas (regido de Grande
Terre). A precipitacdo anual é de 1.500 a 1.800 mm, e as encostas de
barlavento sdo as mais chuvosas, enquanto as encostas abrigadas do vento
sao bastante secas. Nas encostas mais umidas existe uma precipitagdo anual
de mais de 5.000 mm (CABOSTRAL, 2015).
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Figura 5. Informagdes da meteorologia da regido Basse-Terre com
temperaturas e precipitagdes extraidas das médias mensais (1995 a 2015).
Fonte: http:.//www.cabostral.com/clima-guadalupe.php; llustragdo: Joashllenny
Alves de Oliveira, INRA - URZ, Petit-Bourg (2014 - 2015)

Caprinos Caribenhos

Os animais naturalizados em Guadalupe (Figura 3), mais conhecidos
como Crioulos sdo descendentes dos tipos trazidos da Africa, Europa, e Asia,
onde os registros de importagdes ocorreram entre o século 17 até o século 19
(Chemineau et al., 1984). A presenca francesa nesta regido caribenha foi
relativamente fraca. Pois, a coroa francesa rejeitava assumir os gastos com a
colonizacao, e a partir de entdo, o projeto de colonizagcédo e exploragao animal
(carne, leite e couro) foi estimulada pela iniciativa privada, através das
companhias de comércio (HISTORIANET, 2015).

Os cruzamentos sucessivos formaram-se gradativamente a populacao
de caprinos Crioulos e usados alternadamente para a producao de carne, leite
e tracdo, embora sujeita a selegao natural (Naves et al., 2009).
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Durante o século 20, inumeras tentativas a fim de melhorar a pecuaria
em Guadalupe, foram introduzidas ragas leiteiras (Alpina e Saanen) e de corte
(Boer) (Gunia, 2012). Com isso, a recente criacdo de um padrdo da raca
Crioulos (Mandonnet et al., 2010) visou a identificagdo de animais puros, como
também a sua diferenciagdo em cruzamentos e tipos raciais julgados no
passado.

Por meio da sua adaptacao local estes caprinos Crioulos foram inumeras
vezes subestimadas, principalmente quanto a um programa de melhoramento
genético sustentavel (Alexandre e Mandonnet, 2005). Esse animal nativo
destaca-se por ser extremamente resistente e bem adaptado as condigdes
adversas encontradas em paises tropicais e subtropicais, por possuir
caracteres bem interessantes quanto a fertilidade, pois tem alta a prolificidade
(2,3 filhotes/parto) (Alexandre et al., 1997); boa habilidade materna (Baker e
Gray, 2004); além de ter a capacidade de caminhar longas distancias,
sobreviver a seca, e ter resisténcia ao calor (Boyazoglu et al., 2005); como
também possuir certa resisténcia ao endoparasito Haemonchus contortus
(Mandonnet et al, 1997; Bambou et al, 2013).

A

Figura 6. Caprinos Crioulos: fémea (A) e macho (B). Fonte: Gunia, 2012.

A caprinocultura em Guadalupe é tradicionalmente familiar, e como nao
ha propriedades estruturadas, a maioria da produgao (carne, leite e pele) é
comercializada através de vendas diretas e nunca declarada (ODEADOM,
2009). Logo, nao ha registros de numeros exatos disponiveis sobre a criagao
de caprinos Crioulos na ilha de Guadalupe. Em 2009 houve uma estimativa

sobre o numero de caprinos: 23.000 cabecas, e destes estima-se que 9.000
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animais sejam fémeas (AGRESTE, 2009). Entretanto, existem relatos (mas,
ainda nao confirmados) de que o numero de caprinos possa chegar a 60.000
cabegas em toda a esta ilha caribenha (Asselin de Beauvillle, 2002).

Ha quase 40 anos, o uso de animais mais resistentes a parasitoses tém
sido muito utilizada através da selecdo, em programas de melhoramento
genético. Muitos autores vém relatando sobre as habilidades com que os
pequenos ruminantes (caprinos e ovinos) tém sobre resisténcia as infecgdes
(naturais e artificiais) de endoparasitoses, principalmente comprovados pelo
uso de ragas dentro e/ou entre linhagens (Costa et al., 2000; Gasbarre et al.,
2001) e animais imunologicamente competentes (Balic et al., 2006).

Woolaston e Baker (1996) afirmam que para um animal ser considerado
geneticamente resistente, sua habilidade esta em iniciar e manter uma
resposta imune que supra a implantacdo dos endoparasitas e/ou exclua a
carga parasitaria. A resisténcia de pequenos ruminantes a endoparasitoses
gastrintestinais é também influenciada pela nutricdo, ambiente e idade do
animal (Amarante, 2004; Amarante et al., 2004; Charon, 2004; Kidane et al.,
2010).

Hemoncose

Doencga parasitaria de grande importancia no cenario da caprinocultura
causada por Haemonchus contortus cuja classificacdo taxondmica é: Filo
Nemathelminthes; Classe Nematoda; Ordem Strongylida; Superfamilia
Trichostrongyloidea; Familia Trichostrongylidae; Género Haemonchus; Espécie
Haemonchus contortus (Rudolf, 1803). Outras espécies conhecidas
pertencentes também ao género Haemonchus é o H. placei e H. similis
(Urquhart et al, 1998).

Durante uma hemoncose aguda, o quadro clinico de anemia fica
evidente por duas semanas apos a infecgdo, isso € um indicativo de uma
drastica redugcdo e sempre progressiva para o volume globular (VG ou
hematdécrito - Ht), que mensura a taxa ou percentual de glébulos vermelhos
presentes no sangue do individuo. Outra evidéncia para o mesmo quadro

clinico € a observagdo da contagem de eosindfilos sanguineos (EOSI ou



granulécitos eosindfilos), que sdo responsaveis pela defesa ou imunidade do
organismo do hospedeiro, onde valores entre 500 a 1.000 células/mm? indicam
que o individuo apresenta infecgcdo por nematdides no trato gastrointestinal
(Epstein, 1998; Mendes et al., 2000).

Ciclo biologico (ou evolutivo) do Haemonchus contortus é direto (Figura
4), ou seja, as fémeas sao oviparas altamente proliferas, e seus ovos
eliminados nas fezes, sob condi¢cdes ideais de temperatura (18 a 26°C) e
umidade (80 a 100%), tem desenvolvimento diretamente no pasto em forma
larval L3 (3° estagio infectante) entre 5 a 15 dias (Onyiah e Arslan, 2005).
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Figura 7. Ciclo evolutivo do endoparasita Haemonchus contortus em caprinos
Crioulos. Adaptado de: INRA - Antilhas Francesa

Em baixas temperaturas, o L3 tem desenvolvimento lento por semanas
ou até meses, e sua sobrevivéncia por esses por longos periodos se da pelo
seu baixo metabolismo e também pelo uso de suas reservas energéticas.
Nesse caso, a umidade do pasto e/ou do ambiente € uma das razbes para a
sobrevivéncia do L3, caso contrario em condi¢des de extrema seca, a larva nao
consegue sobreviver (Arosemena et al., 1999).

O uso da irrigagdo em pastagens durante o verdao (temperaturas
aproximadamente 24°C) ou condigdes climaticas favoraveis pode provocar o
aparecimento de grandes quantidades de larvas em estagio L3 (Krecek et al.,
1991; Rocha et al., 2008; Silva et al., 2008).
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Logo apds os pequenos ruminantes se infectarem ao ingerirem larvas L3
do habito do pastejo, ocorre o desembainhamento da larva no rimen, e a partir
dai as mesmas sofrem duas mudas (L4 e L5) no trato gastrintestinal. Mas,
antes que ocorra a muda final, esses helmintos desenvolvem a lanceta
perfurante que lhes proporcionam o consumo do sangue dos vasos da mucosa
do abomaso. Na forma adulta (L5) ja € possivel observar a diferenciagcao de
machos (10 a 20 mm) e fémeas (18 a 30 mm) com vida livre na superficie da

mucosa (Figura 5) (Soulsby, 1987; Ueno e Gongalves, 1994; O’connor et al.,
2006).
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Figura 8. Larva infectante (L3) do Haemonchus contortus (A) e presente na
mucosa abomasal (B e C). Fonte: RVC-FAO (2004) ™; Endo et al. (2014) B°©.

Como o aumento da carga parasitaria, nivel de anemia e quadro
clinicos, a hemoncose causada pelo Haemonchus contortus (Nari e Cardozo,
1987; Urquhart et al., 1998; Amarante, 2001; Radostits et al., 2002; Bowman et
al., 2003; Bowman, 2006; Taylor et al., 2010) se organiza da seguinte maneira:

- Hiperaguda: com até 30.000 nematdides, animais que aparentavam
estar saudaveis podem obter morte subita, onde o organismo do hospedeiro
(animal) ocorreu uma grave gastrite hemorragica muito intensa;

- Aguda: pelo decréscimo rapido e continuo do VG é comprovado o
quadro de anemia, onde a diminuigdo progressiva de ferro além de proteinas
no organismo do hospedeiro resulta em esgotamento férrico da medula éssea,
e consequentemente morte do hospedeiro;

- Crbnica: pela presenca de centenas de nematéides no organismo do

hospedeiro durante uma seca prolongada, ou seja, a reinfecgdo é irrelevante,
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porém o pasto apresenta baixo indice de nutrientes; nesse quadro clinico a
quantidade de endoparasitas ndo consegue promover a uma anemia
acentuada, mas pela constante espoliacdo do nematdide, pode acentuar os
resultados de uma dieta pobre em nutrientes, fazendo com que o hospedeiro
apresente diminuigao progressiva de peso e fraqueza corporal; surgimento de
ascite em virtude do decréscimo de macromoléculas essenciais no organismo
do hospedeiro; e apresentacdo de edema submandibular pela hipoproteinemia
(Figura 6).

A B Cc D

Figura 9. Sinais clinicos de hemonchose em pequenos ruminantes: ascite (A),
edema submandibular (B e C) e mucosa ocular palida (D). Fonte:
http://www.beefpoint.com.br ?; Fotos: Molento (2004) ®¢P: Rémy Arquet,
INRA - UE, Gardel (2003) (©.

Buske (2010) em uma necropsia realizada em pequenos ruminantes
confirmou que 2.000 a 20.000 endoparasitas estavam causando inumeras
pequenas lesdes hemorragicas na mucosa do abomaso.

Assim, a hemoncose além de gerar grandes prejuizos no setor
econdmico na caprinocultura (carne e leite) é geralmente observada nas areas
de verao chuvoso, particularmente em regides tropicais e subtropicais, onde foi
comprovado que mais de 80% da carga parasitaria € composta pelo
Haemonchus contortus (Costa e Vieira, 1984; Charles, 1989; Urquhart et al.,
1998; Charles, 1995; Arosemena et al., 1999; Sangster et al., 1999; Achi et al.,
2003; Silva et al., 2003).

Além do alto percentual de mortalidade, observadas principalmente em
animais jovens e em fémeas apds o parto, ressaltam ainda as perdas da
atividade produtiva, resultante da queda no crescimento corporal; diminuigao
na producédo de carne e leite; e baixos indices de fertilidade (Charles et al.,
1989).
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Mundialmente distribuido e estudado durante muitos anos, o
Haemonchus contortus se destaca em relagdo a outras espécies de
nematodides (Waller et al., 1996; Farias et al., 1997; Van Wyk et al., 1999; Vieira
e Cavalcante, 1999; Mandonnet et al, 2005; Bambou et al, 2013; Sallé et al,
2014; Amarilho-Silveira et al., 2015), por aumentar sua resisténcia aos
vermifugos rapidamente, gragas ao seu elevado potencial bi6tico, ou seja, esse
endoparasita possui alta capacidade de reproducdo, resultando no aumento
progressivo da carga parasitaria no abomaso, em condigbes favoraveis
(Echevarria e Trindade, 1989); como também possui ampla variabilidade
genética e por conter o alelo que explica a reducdo de sua susceptibilidade a

farmacos anti-helminticos (Blackhall et al., 1998).

Medidas Repetidas

Singer et al. (2015) afirmam que em alguns casos ha o interesse pratico
e objetivo em modelar o desempenho de uma ou de até mais variaveis
respostas, onde as mesmas sido analisadas e/ou medidas em uma ou em
varios individuos ao longo de uma dimensao (ou escala) ordenada.

As vantagens do uso de medidas repetidas sao:

- utilizacdo de uma menor quantidade de unidade experimental (ou
unidades amostrais), quando confrontado a anadlises do tipo transversal (ou
cross sectional), onde essa ultima é realizada em um Unico momento, nao
havendo um periodo de segmento dos individuos, ou seja, a observagao da
variavel resposta se baseia uma unica vez em cada unidade experimental (ou
unidades amostrais) (Rocha, 2004);

- avaliagdo das mudancas individuais ou globais (populagéo) ou ao longo
do tempo, onde € possivel observar a variavel resposta seja analisada em
unidade experimental (ou unidades amostrais) sob niveis frequentes de outras
covariaveis que podem influencia-la (Rocha, 2004);

- modelos estatisticos podem ser estimados de forma mais eficiente sob
delineamentos longitudinais do que sob delineamentos transversais com a
mesma quantidade de observagdes (Singer et al., 2015).

As desvantagens de estudos com medidas repetidas sao:
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- as andlise sao mais trabalhosas por exigir que as correlagbes das
mensuragdes realizadas no mesmo individuo sejam pré-determinadas (ou
modeladas) (Rocha, 2004; Singer et al., 2015);

- presenga de dados inexistentes ou incompletos, onde na pratica acontece
com maior frequéncia, necessitando uma extrema atencdo de quem esta
coletando os dados para futuras analises (Singer et al., 2015).

Modelos de Repetibilidade (REP) e de Regressao Aleatoria (MRA) séo
amplamente utilizadas em avaliagbes genéticas com dados longitudinais. E o
uso destas importantes ferramentas em um programa de melhoramento animal
permite observar todas as caracteristicas que podem ser descritas por funcoes
continuas (Mercadante et al., 2002a,b).

A definicdo de "caracteristica de dimensao infinita" pode ser
devidamente aplicada em diversos estudos, tais como: pesos dos animais, com
enfoque ao crescimento em caprinos da raga Alpina (Oliveira, 2011a, b);
caracteristicas produtivas em bufalos na Amazoénia Oriental (Rodrigues et al.,
2010); producdes de leite acumuladas em multiplas lactagdes com bovinos da
Raca Gir Leiteiro (Reis Filho et al., 2015); caracteristicas de crescimento e de
resisténcia a parasitos em bovinos da raca Nelore (Passafaro et al., 2014);
infestagdo por ectoparasitos em quatro grupos genéticos de bovinos de corte
(Silva et al., 2006).

Estudos de Associacao Genomica (GWAS)

Embora existam estudos contemplando avaliagdo genética de caprinos
quanto a resisténcia a verminose, os resultados indicam baixa resposta a
seleg¢do quando se utiliza apenas dados genealdgicos e fenotipicos. Para tanto,
informacgdes gendmicas podem ser consideradas com o intuito de aumentar a
eficiéncia de selecao (Frazer, 2009) para esta caracteristica.

Através de Estudos de Associagdo Genbmica Ampla (Genome Wide
Association Study - GWAS) é possivel identificar associagbes estatisticas
significativas de locos que controlam a resisténcia a verminose, e assim utilizar
a selecao assistida por marcadores para aumentar a resposta a selecéo e a

compreensao bioldégica do processo de resisténcia (Scott et al.,, 2007). A
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utilizacdo do GWAS é um importante avango na estrutura de anélise de genes
candidatos (ou genes anotados), visto que n&do é preciso um entendimento
preliminar consideravel sobre os procedimentos fisiolégicos envolvidos na

expressao da caracteristica a ser estudada (Wang et al., 2005).
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CAPITULO 1:

AVALIACAO GENETICA DE CARACTERISTICAS DE
RESISTENCIA AO HAEMONCHUS CONTORTUS EM CAPRINOS
CRIOULOS
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RESUMO

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2016. Avaliagdo genética de caracteristicas de resisténcia ao
Haemonchus contortus em caprinos Crioulos. Orientador: Fabyano
Fonseca e Silva. Coorientador: Robledo de Almeida Torres.

Objetivou-se com este estudo comparar diferentes modelos estatisticos
(repetibilidade - REP; e regressédo aleatéria - MRA) na avaliagdo genética
quanto a resisténcia em caprinos Crioulos infectados com o Haemonchus
contortus. Os fenodtipos considerados foram os perfis parasitolégico (ovos por
grama de fezes - OPG) e histologico (volume globular - VG; e contagem de
eosindfilos sanguineos - EOSI) observados durante 56 dias em duas etapas
(Desafio 1 - correspondente a imunizagdo do animal ao parasita; e Desafio 2 -
correspondente a resposta da imunizagdo adquirida pelo animal apdés a
primeira infeccao artificial). Os dados foram coletados entre os anos de 2009 a
2013, no rebanho de caprinos pertencentes ao INRA (Institut National de
Recherche Agronomique) localizados na ilha de Guadalupe, territorio
ultramarino francés. O MRA foi ajustado considerando as ordens dois (funcao
linear) e trés (fungdo quadratica) para descrever as estruturas de (co)variancias
em fungcdo do tempo. Ambos os modelos (REP e MRA) foram comparados
pelos critérios de informacdo de Akaike (AIC) e Bayesiano de Schwarz (BIC)
através do software WOMBAT. Os avaliadores de qualidade (AIC e BIC)
indicaram os seguintes MRA (denotados pela ordem dos polinbmios de
Legendre para a curva fixa, efeito genético aditivo e de ambiente permanente)
como sendo os mais plausiveis para descrever os dados em questio: 3,2,3;
3,3,2 e 2,2,3 respectivamente para as caracteristicas OPG, EOSI e VG no
Desafio 1; e 3,2,3; 3,2,2 e 3,3,2 para estas mesmas caracteristicas no Desafio
2. Para a caracteristica OPG, as estimativas de herdabilidade obtidas por meio
dos MRA selecionados variaram entre 0,23 a 0,26 (Desafio 1) e entre 0,24 a
0,27 (Desafio 2); e o REP proporcionou estimativas herdabilidades de 0,20 e
0,25, respectivamente para os Desafio 1 e 2. Para EOSI a herdabilidade
proveniente do MRA variou de 0,14 a 0,26 (Desafio 1) e entre 0,52 e 0,56

(Desafio 2); e o REP produziu estimavas de 0,16 e 0,50 para os Desafio 1 e 2,
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respectivamente. Para a caracteristica VG o MRA reportou herdabilidades
variando entre 0,08 a 0,52 (Desafio 1) e entre 0,06 a 0,17 (Desafio 2); enquanto
que o REP reportou estimativas de 0,21 e 0,0006, respectivamente para os
Desafio 1 e 2. Assim, o MRA foi considerado o melhor modelo para representar
a curva de resisténcia de caprinos Crioulos infectado com Haemonchus

contortus nos dois desafios em estudo.

Palavras-chave: ovos por grama de fezes, eosindfilos, volume globular,

regressao aleatoria, repetibilidade, parametro genético, ilha de Guadalupe.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, may,
2016. Genetic evaluation of resistance traits to Haemonchus contortus in
Creole goats. Adviser: Fabyano Fonseca e Silva. Co-Adviser: Robledo de
Almeida Torres.

The objective of this study was to compare different statistical models
(repeatability - REP, and random regression - MRA) in the genetic evaluation
for resistance in Creole goats infected with Haemonchus contortus. The
phenotypes were given by parasitological profiles (fecal eggs count — FEC) and
histological packed cell volume - PCV, and counting blood eosinophils - EOSI)
profiles observed during 56 days considering two different challenges
(Challenge 1 - corresponding to immunization of the animal to the parasite; and
Challenge 2 - corresponding to the response of immunization acquired by the
animal after the first artificial infection). Data were collected between the years
2009 and 2013 from the herd of Creole goats belonging to the INRA (/nstitut
National de Recherche Agronomique) located on the island of Guadeloupe,
overseas French territory. The MRA were fitted considering two orders (linear
function) and three (quadratic function) to describe the structures of (co)
variance as a function of time. All models (REP and MRA) were compared by
the Akaike Information (AIC) and Bayesian Schwarz (BIC) Criteria by using the
WOMBAT software. The results indicated the following MRA (denoted by order
of Legendre polynomials to the fixed curve, additive genetic effects and
permanent environmental) as the most plausible to describe the data in
question: 3,2,3; 3,3,2 e 2,2,3 respectively for the FEC features EOSI and PCV
at Challenge 1; and 3,2,3; 3,2,2 e 3,3,2 for these same traits at Challenge 2. For
FEC, the heritability estimates obtained by the selected MRA ranged from 0,23
to 0,26 (Challenge 1) and from 0,24 to 0,27 (Challenge 2); and for RAP these
estimates were 0,20 and 0,25, respectively for Challenges 1 and 2. For EOSI,
heritabilities varied from 0,14 to 0,26 (Challenge 1) and between 0,52 and 0,56
(Challenge 2) when using MRA, and RAP provided estimates of 0,16 and 0,50
for the Challenge 1 and 2, respectively. For PCV, the MRA reported heritability
ranging from 0,08 to 0,52 (Challenge 1) and from 0,06 to 0,17 (Challenge 2);
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while the REP reported estimates of 0,21 and 0,0006, respectively, for the
Challenge 1 and 2. Thus, the MRA was considered the best model to represent

the Creole goat genetic resistance curve to Haemonchus contortus.

Key-words: fecal eggs count, eosinophils, packed cell volume, random

regression, repeatability, genetic parameter, island of Guadeloupe.
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INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade explorada em todo o mundo, e tem
como grande desafio aumentar cada vez mais o consumo de seus produtos
(carne, leite e pele) nos principais centros mundiais. Porém, um dos maiores
problemas da caprinocultura moderna sdo os estrongilideos gastrintestinais
(p.e. Haemonchus contortus) que promovem o aumento da carga parasitaria no
organismo do hospedeiro, onde os prejuizos econdmicos sdo mais intensos em
regides tropicais e subtropicais (Forbes et al., 2002).

Uma solugio para este problema é a selegado de animais geneticamente
resistentes a parasitoses. Alguns trabalhos reportaram a existéncia de
variabilidade genética desses animais para resisténcia a nematoides
gastrintestinais em pequenos ruminantes (Aumont et al., 2003; Sallé et al,
2014), principalmente em espécies nativas, como por exemplo: caprinos
Crioulos (Mandonnet et al, 2005; Bambou et al, 2013), criados na ilha de
Guadalupe (Antilhas Francesas). Porém, para que um programa de
melhoramento animal tenha éxito, tem-se a necessidade de obter as
expressdes fenotipicas ao longo da vida dos animais sob selegdo. Segundo
Cabaret et al. (1998), os seguintes marcadores fenotipicos apresentam grande
aplicabilidade em programas de melhoramento visando aumento de resisténcia
a verminoses: OPG (contagem de ovos por gamas de fezes), EOSI (contagem
de eosindfilos sanguineos) e VG (volume globular ou hematdcrito).

A contagem de OPG é um exame com caracteristicas de alta
variabilidade, por ter maior precisdo na obtencado de resultados, e ainda por
fornecer estimativa de herdabilidade mediana; entretanto, sua resposta é
dependente da exposicdo dos hospedeiros aos endoparasitas através de
desafios naturais ou artificiais (Thomaz-Soccol et al., 2004).

Os EOSI sao importantes componentes celulares da resposta
inflamatéria contra helmintos (Mendes et al., 2000), e seu numero de
eosinofilos pode crescer rapidamente (fenébmeno conhecido como “eosinofilia”)
no sangue e/ou outros tecidos afetados pelas infecgdes do parasita, resultando
na destruicdo do Haemonchus contortus em estagio larval L3 (Balic et al.,
2006).
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O VG (também conhecido como hematdcrito) indica a concentragao de
eritrécitos (ou glébulos vermelhos) em determinado volume sanguineo (Taylor
et al., 2010). Por ser um exame hematolégico muito utilizado em laboratorios
pela facilidade e rapidez (técnica do micro hematécrito), € uma ferramenta de
extrema importancia para diagnéstico do grau de anemia (Bull et al., 2003)
causado principalmente pelo parasita Haemonchus contortus.

A curva de infeccdo (natural ou artificial) endoparasitaria pode ser
calculada para cada hospedeiro utilizando medi¢des semanais. Ou seja, a
quantificacdo (ou coleta) de informagdes das caracteristicas de interesse
(OPG, EOSI e VG), relacionados a resisténcia de pequenos ruminantes aos
nematodides gastrintestinais, é considerada como dados longitudinais, e estes
podem ser medidos repetidamente ao longo da vida do animal. As avaliagdes
genéticas de dados longitudinais podem ser obtidas por Modelos de
Repetibilidade (REP) e de Regressdo Aleatéria (MRA). No uso do REP
considera-se que a caracteristica contemplada €é a mesma em todos os
tempos, portanto um unico valor de herdabilidade é reportado. Os MRA
admitem que a herdabilidade da caracteristica varie ao longo do tempo, sendo
possivel identificar periodos de tempo em que a selegédo seja mais efetiva para
aumento do ganho genético.

Diante de tais informagdes, objetivou-se com este estudo comparar dois
modelos de avaliagao genética (Repetibilidade e Regressao Aleatéria) a fim de
avaliar aquele que melhor descreve geneticamente a curva da resisténcia de
caprinos Crioulos ao estrongilideo gastrintestinal Haemonchus contortus em

duas etapas (Desafio 1 e 2).

MATERIAL E METODOS

Localizagao do Experimento

O Institut National de Recherche Agronomique (INRA - Antilhas
Francesa) na Unité de Recherches Zootechniques (URZ) esta localizada no
municipio de Petit-Bourg (16°12'9,67"N; 61°39'44,73"W), na regiao da ilha
chamada Basse-Terre, com uma elevagdo ao nivel do mar de 107,48 m;
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também esta distante 15,8 km por terra e 7,9 km por mar do centro econémico
Pointe-a-Pitre; e a 43,7 km da capital Basse-Terre, na ilha de Guadalupe. No
periodo de 15/dez./2014 a 6/nov./2015 foram realizados todas as analises do

banco de dados oriundos do laboratério pertencente ao INRA — URZ.

Exame Coproparasitologico

Amostras de fezes sado coletadas semanalmente, diretamente da ampola
retal de cada animal e colocadas em sacos plasticos devidamente identificados
e transportados ao Laboratério do INRA, para realizacdo do exame
coproparasitolégico (Raynaud, 1970, modificado por Aumont et al., 1997).

A quantidade de OPG é conseguida por meio da técnica de flutuagéo de
ovos leves, em que as fezes sdo colocadas dentro de um tecido e amarradas.
Logo em seguida, este material é colocado dentro de um grande recipiente
contendo agua, e sob a ag¢ao da gravidade os elementos sobem para a
superficie fazendo com que o material de interesse que se sencontra no fundo
do recipiente seja coletado e colocado em vasilhas com identificagéo.

O conteudo de cada uma das vasilhas pode passar por qualquer um dos
processos, tais como: processo de separacao deste material utilizando um
tecido e uma pequena peneira, e a espera de 30 a 45 minutos para que ocorra
a decantagdo do mesmo; ou o material € colocado em um pequeno recipiente
para ser centrifugado durante 10 minutos.

A finalidade destes processos € conseguir um maior numero de material
(ovos) concentrado no fundo de cada recipiente, para serem analisados

minuciosamente em microscépio ocular.

Exames Hematologicos

A cada 7 dias, amostras de sangue sdo coletadas diretamente da veia
jugular de animais infectados com Haemonchus contortus, e colocadas em
tubos de Vacutainers® (5mL) que continha antigoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), para determinagdo do EOSI e VG. Cada amostra

era identificada (numero de animais, data, etc.) e certificada de que a mesma
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estava de forma homogenea utilizando o Vortex®, a fim de prevenir a
coagulagdo do sangue. Para verificagdo do grau de anemia, o procedimento
para VG é realizado através do método do micro-hematécrito (Schalm, 1965;
Bull et al., 2003), onde foram feitas leituras em tubos capilares com a ajuda do
cartdao micro-hematdcrito (Figura 9). O principio deste método é para observar
a relagdo entre a porgao de sdélido e a parte liquida do sangue, apds a
centrifugacéo de cada amostra de sangue. Ou seja, € possivel saber a fragéo
representada por os elementos celulares (globulos vermelhos e brancos,
plaquetas) como também o volume total de plasma sanguineo.

Durante uma infestacdo de parasitas Haemonchus contortus, o numero
de EOSI na circulagdo sanguinea aumenta, ou seja, ha um incremento do
numero de leucdécitos no organismo do animal infectado. Isso reflete a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Para a preparagdao da solugao de Carpentier
(coloragédo do EOSI), foram utilizados 1mL de eosina aquosa a 20 g/L, 1,5mL
de formaldeido saturado em CaCos e 50mL de agua destilada. Essa solugao foi
adicionada em 50 pL de sangue. Apds essa diluigdo, as amostras foram
colocadas em uma lamina de Malassez e em seguida a leitura foi realizada em
microscopio Optico com objetiva de 10 vezes (Dawkins et al., 1989). Os

resultados foram expressos em numero de células por uL de sangue.

Caracterizacao Biolégica dos Animais

O caprino Crioulo tem corpo pequeno e robusto, cabega com perfil reto,
possui orelhas cdncavas e curtas apontando pra frente. Pelagem curta e de cor
preto, marrom, castanha, camurga ou selvagem. Apresentam mucosas e
cascos na cor preta. Os caprinos jovens pesam em média 7,8 kg (desmame), e
ja adultos podem chegar a pesar 28 kg (fémea) e 38 kg (macho) (Alexandre et
al., 1997).

Dispositivo Experimental de Fenotipagem

As informagbes eram semanalmente monitoradas sobre a carga

parasitaria de nematdides no organismo animal; totalizando 56 dias de

35



monitoramento. Ou seja, foram totalizados oito registros (tempo de coleta dos
dados) durante os anos de 2009 a 2013. O dispositivo experimental de
fenotipagem (Figura 10) foi montado com animais criados em gaiolas
metabdlicas acima do solo e infectados artificialmente com 10.000 larvas L3 de

Haemonchus contortus, em 2 etapas (Desafio 1 e 2).

10.000 larvas L3 de 10.000 larvas L3 de
Haemonchus contortus Haemonchus contortus

Vermifugados

4 semanas

0 7 14 21 28 35 42 49 56 o 7 14 21 28 35 42
\ J \ J

| |

dias dias

Figura 10. Dispositivo experimental de fenotipagem. llustragdo: INRA - Antilhas Francesa

Oito semanas apoés o Desafio 1 os animais foram vermifugados em dose Unica
(1mL) de Panacur® (composto ou grupo: benzimidazol; Produto: Panacur
Suspensdo; Fabricante: MSD; Composi¢ao: Fenbendazol (3 g); Indicag&o:
Ovinos/Caprinos; Dose: 1 mL/20 kg PV; Administracdo: Oral; Periodo de
caréncia em ovinos/caprinos: 8 dias para carne, e 0 dias para leite), e quatro
semanas depois, os animais foram reinfectados (Desafio 2) sendo monitorados
por mais um periodo de seis semanas. As amostras de fezes foram
encaminhadas para realizacdo coproparasitolégico (OPG), e amostras de
tecido sanguineo para exames hematolégicos (EOSI e VG). Neste estudo, a
resisténcia desses animais ao parasitismo foi analisada separadamente para
cada caracteristica de interesse nas duas etapas: Desafio 1 - correspondente a
imunizacdo do animal ao parasita; e Desafio 2 - correspondente a resposta da

imunizagao adquirida pelo animal apds a primeira infeccao artificial.

Banco de Dados

Utilizaram-se 5.796 registros de 138 animais, em trés caracteristicas de
interesse: contagem de ovos por grama de fezes (OPG), contagem de

eosindfilos sanguineos (EOSI) e volume globular (VG), em caprinos Crioulos
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para obten¢ao da resposta a resisténcia ao parasitismo Haemonchus contortus
ao longo do tempo. O banco de dados foi constituido de informacdes de
parentesco dos animais, tendo como informagdo minima o pai e a mae do
caprino. O arquivo continha dados completos de “pedigree”, em que incluiu 468
(Desafio 1) e 486 (Desafio 2) de caprinos Crioulos, dando um total de 189
(Desafio 1) e 190 (Desafio 2) individuos na matriz de parentesco, nas duas
etapas, o coeficiente de endogamia média na populagdo foi nula (zero),

calculado através do programa computacional WOMBAT (Meyer, 2007).

Analise Estatistica e Estimagao de Parametros Genéticos

Para as caracteristicas associadas a resisténcia de caprinos Crioulos,
vale destacar que OPG e EOSI ndo apresentaram distribuicdo normal,
inviabilizando uma analise de forma direta, como ocorrida em VG. Como
alternativa, utilizou-se a transformacédo logaritmica (Log + 15) das
caracteristicas OPG e EOSI visando normalizar os dados, e a partir disso os
dados foram submetidos ao teste de normalidade pela metodologia proposta
por Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965) através do software SAS (versao 8.0,
1999).

As contagens médias de EOSI sanguineos e VG foram realizadas no
primeiro instante da infestacao artificial para os dois Desafios (1 e 2). Ja para a
contagem média de OPG foi realizada a partir da terceira semana, em ambos
Desafios, para melhor observacdo do comportamento animal na resisténcia ao
Haemonchus contortus.

Para deteccdo de caprinos resistentes ao nematdide Haemonchus
contortus, foram comparados modelos de repetibilidade (REP) e de regresséao
aleatdria (MRA), este ultimo foi analisado oito modelos diferentes em trés niveis
de efeitos aleatdrios através do uso de polindbmios ortogonais de Legendre de
ordem trés. Foi utilizada uma estrutura de variancia residual sendo considerada
heterogénea para as 3 caracteristicas propostas (OPG, EOSI e VG), com oito
classes na coletada de dados (1-7, 8-14, 15-21, 22-28, 29-35, 36-42, 43-49 e
50-56 dias de monitoramento).

O modelo estatistico para REP esta representado na seguinte equacgao:
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y; =F, "‘Zﬂﬁj Ta; o tE
n=0

em que: y; = resposta da caracteristica de interesse (OPG, EOSI ou VG) a
resisténcia ao parasitismo gastrintestinal observadas ao longo do tempo j no
animal /; Fj = conjunto de efeitos fixos incluidos no modelo (grupo de
contemporaneos, sexo, data da coleta de dados, e o tipo de alimentagéo); g =
coeficiente de regressao para o efeito fixo linear da caracteristica de interesse
a resisténcia do animal j ao parasitismo gastrintestinal em fungdo ao tempo da
coleta dos dados ¢; nos Desafios 1 e 2; gj e pj; = efeito genético aditivo direto e
ambiente permanente do animal j, respectivamente; e g; = efeito aleatorio
residual.

O modelo estatistico para MRA esta representado na seguinte equagao:

kg1 ky—1 kp-1
yij = |:ij + Zﬂm¢m + Zaim¢m + Zpim¢m + gij
m=0 m=0 m=0

em que: yj = observagdo da resisténcia do animal / atraves das caracteristicas
de interesse (OPG, EOSI e VG) observadas ao longo do tempo j; Fj = conjunto
de efeitos fixos incluidos no modelo (grupo de contemporaneos, sexo, Desafios
1 e 2, e o tipo de alimentagao); B, = coeficiente de regressao para efeito fixo da
caracteristica de interesse a resisténcia do animal / ao parasitismo
gastrintestinal observadas ao longo do tempo j nos Desafios 1 e 2, sobre o
polindbmio de Legendre, com kg = 3 (funcdo quadratica) para modelar a
trajetoria média da populagao; ¢, = funcao polinomial de Legendre m do tempo
de coleta dos dados padronizado (-1 a +1); am € pim = coeficientes de
regressao aleatoria para os efeitos aleatérios genético aditivo direto e ambiente
permanente do animal i, respectivamente; k, e kp, séo as ordens dos polinémios
a serem ajustados, sendo no maximo de 3 e 3, respectivamente; e g; = efeito
aleatorio residual.

Foram formados grupos de contemporaneos entre anos 2009 a 2013,
observados nos Desafios 1 e 2 em cada caracteristica de interesse associadas

a resisténcia de caprinos Crioulos.
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Os polinbmios de Legendre de ordem k foram definidos, de acordo com

Kirkpatrick et al. (1990), pela seguinte férmula:

1 2k+ [Z/Z: 2k;2m( T,;)<—2m

em que o monitoramento de informagdes (em dias) do animal /, para a resposta

I = ¢

da resisténcia ao parasitismo j observado, foi padronizada, para o intervalo de -
1 a 1, da seguinte maneira a, i = (2(aj — @min) / (@max — @min)) — 1, tal que amax €
amin Sao, respectivamente, a primeiro e ultimo monitoramento do intervalo
considerado e os colchetes [.] sobre o somatério indicam que 0 numero em seu
interior € arredondado para baixo, considerando o valor inteiro mais proximo.
Em notagcdo matricial, o modelo anterior com suas respectivas

pressuposicoes € descritos como:

y=XB+Za+Wp+¢

y XB a K,®A 0 0
Elal=| 0 Var| p|=| O K,®ly O
Jo, 0 g 0 0 R

em que: y = vetor de N observagbes referentes Nd animais; X, Z e W =
matrizes de incidéncia correspondentes; B = vetor que contém os efeitos fixos
e os coeficientes S, na regressao fixa; a = vetor k, x Nd de coeficientes de
regressao aleatoria genéticos aditivos diretos, em que Nd denota o numero
total de animais na matriz de parentesco; p = vetor k, x Nd de coeficientes de
regressao aleatoria de ambiente permanente de animal; k, e kp = matrizes de
(co)variancias entre os coeficientes de regressdo aleatdrios genético aditivo
direto e ambiente permanente de animal; A = matriz dos numeradores do
coeficiente de parentesco entre os individuos; Iyg = matriz identidade de
dimensao Nd; ® = operador produto direto; e R = matriz diagonal de variancias

residuais ou seja, R = diagonal [c? il-
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Os diferentes modelos foram comparados pelo logaritmo da fungao de
verossimilhanca (Log L), que tende a favorecer modelos com maior numero de
parametros. Assim, foram usados também os critérios de informagao de Akaike
(AIC). Este critério além de simples € muito util a fim de selecionar um modelo
mais adequado ao ajuste entre modelos alternativos (Akaike, 1973). Outro
critério informagéo largamente utilizado é o critério de informagdo Bayesian-
Schwarz (BIC) (Schwarz, 1978), onde este € bem mais rigoroso do que a AlC.

Os critérios de informacao s&o definidos como:
AIC=-2InL+2p ¢ BIC=-2InL+ p-In(N—r (X))

em que: In L = fungdo de verossimilhanga; p = numero de parametros
estimados; N = numero total de observagdes; e r (X) = posto da matriz de
incidéncia dos efeitos fixos do modelo.

Ambos os critérios aceitam fazer comparacdes entre os modelos nao-
aninhados, mas o BIC além de penalizar modelos com maior numero de
parametros, favorece os modelos mais parcimoniosos. E possivel que ocorra
situagbes em que os dois critérios podem n&o conduzir a resultados
concordantes. Portanto, o modelo com menor AIC e BIC é considerado o de
melhor ajuste.

Os diferentes modelos foram comparados, pela mudanga no logaritmo
da funcdo de verossimilhangca (Log L), por meio do teste da razdo de
verossimilhanga (TRV). A estatistica TRV foi realizada entre os modelos
considerados como os mais adequados com base nos Log L, AIC e BIC, sendo

obtida pela seguinte expressao:

em que: In L; = funcdo de verossimilhanca para o modelo completo 1; In L; =
funcao de verossimilhanca para o modelo reduzido 2.

A estimativa TRV foi calculada e comparada pelo teste qui-quadrado,
com v graus de liberdade e nivel de significancia de 1%, em que v é a diferenga
entre 0 numero de parametros oriundos dos modelos completo e reduzido
(aninhados). As conclusdes foram feitas da seguinte maneira: se TRV > xz(o,m;v)

o teste seria significativo e o modelo completo forneceria melhor ajuste em
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relacdo ao modelo reduzido. A hipétese de nulidade testada foi de que os
modelos: completo e reduzido nao diferiram entre si.

Os componentes de (co)variancias foram obtidos pelo software
WOMBAT (Meyer, 2007), para as analises sob os modelos REP e MRA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagbes dos marcadores fenotipicos: parasitolégico (OPG) e

hematologico (EOSI e VG) estdo descritas no decorrer deste estudo.

Tabela 1. Numero de animais (N), média (u), desvio padrédo (DP) observados

em caprinos Crioulos criados na ilha de Guadalupe, regido das Antilhas

Francesa.
OPG (ovos/g) EOSI (células/pl) VG (%)
Dias
N n DP N u DP N n DP
0 - - - 112 461,607 630,51 109 32,284 5,195
7 - - - 114 637,711 556,94 111 32,378 4,886
; 14 - - - 141 680,596 674,08 138 29,536 5,236
% 21 80 2.295,5588 2.736,071 114 726,096 651,68 111 24,261 5,666
g 28 106 5.453,075 5.361,250 114 642,535 586,54 111 22,505 5,387

35 140 4.349,200 4.152,931 141 636,206 599,44 138 22,493 4,929
42 131 5.773,099 5.345,403 135 704,896 718,78 132 22,106 5,149
49 27 4365630 4.139,624 27 1.273,963 1.138,98 27 21,852 2,179

56 27 7.931,296 5.208,110 27 965,556 785,14 27 20,778 2,517

0 - - - 157 470,688 495,20 134 30,739 4,043
7 - - - 97 2438,206 1.8326,26 74 31,554 5,450
14 - - - 97 644,918 617,63 74 29,216 4,436

21 156 1.338,250 2.716,643 157 853,656 872,08 132 24,689 4,540

28 154 2.069,760 2.998,267 154 747,071 687,19 134 26,478 4,810

DESAFIO 2

35 152 4.296,237 4.526,923 120 762,208 791,41 100 24,830 4,513

42 139 3.950,662 4.244,687 139 805,137 981,97 119 26,261 4,138

OPG: ovos por grama de fezes; EOSI: eosindfilos sanguineos; VG: volume globular.
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No Desafio 1 (Tabela 1), aos 21 dias, a contagem média de OPG foi de
2.296 ovos/g, e a partir de entdo este valor mais que dobrou e oscilou entre
4.349 a 5.773 ovos/g entre 28 e 49 dias, e ao término da coleta dos dados aos
56 dias esta contagem média obteve o maior indice, com 7.931 ovos/g. O
desvio padrao para OPG variou de 2.736 a 5.361 ao longo do tempo de coleta
dos dados. A contagem média de EOSI sanguineos variou entre 462 a 726
células/ul de sangue, no primeiro momento de infecgdo até aos 42 dias de
coleta dos dados. E o maior valor foi de 1.274 células/ul de sangue registrados
aos 49 dias. Logo em seguida, houve um decréscimo para 966 células/ul de
sangue ateé o final da aquisigdo das informagdes (aos 56 dias). O desvio padréo
para EOSI oscilou de 557 a 1.139 em todo o tempo na coleta das informacdes.
O incremento do nivel da infecgdo parasitaria por Haemonchus contortus
refletiu na redugdo dos valores médios semanais do VG, coincidindo com o
aumento médio do OPG ao longo de todo o experimento. O desvio padrao
indicados para VG variou de 2,18 a 5,67 ao longo do tempo.

No Desafio 2 (Tabela 1), a contagem média de OPG teve um aumento
de 1.338 ovos/g aos 21 dias, para 4.296 ovos/g aos 35 dias. A partir desse
momento houve um decréscimo para 3.950 ovos/g até os 42 dias. O desvio
padrao registrado para OPG obteve variagbes de 2.717 a 4.527 em toda esta
etapa. Na contagem média de EOSI, o maior valor atingido foi de 2.438
células/ul de sangue aos sete dias de observacao, e a partir desse momento
houve reducgédo para 645 células/ul de sangue aos 14 dias. Até o final desta
etapa (aos 42 dias) o valor alcangado foi de 805 a 645 células/ul de sangue. O
desvio padrao observados em EOSI variou de 495 a 1.8326 em todo o tempo
na coleta das informagdes. O valor médio do VG nao apresentou diferencga
(P>0,05) em nenhuma das semanas experimentais, apresentando animais
mais resistentes com VG minimo de 25% e maximo de 32%, o que comprova
que estes animais estavam respondendo ao aumento da infecgao.

Visto que neste Desafio 1 era correspondente a imunizagdo do animal
ao parasita, o comportamento na variacdo do OPG, EOSI e VG pode ser
atribuido a diferenga de idade (6 a 9 meses) entre os animais utilizados para
nesta etapa. Animais jovens tém o sistema imunoldgico desenvolvido mais
lentamente que o animal adulto, assim estes s&o mais susceptiveis aos

endoparasitas. Amarante (2004) afirma que a resposta imunoldgica de
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pequenos ruminantes € controlada por diversos genes, presentes em muitos
loci, cuja localizagc&o esta em distintos cromossomos.

O Desafio 2 representa a resposta da imunizacdo adquirida pelo animal
apo6s a primeira infecgao, observadas através da variagdo do OPG, EOSI e VG,
onde estes individuos tinham entre 10 a 11 meses de idade. Conforme os
animais vao crescendo e se tornando adultos poderao apresentar resisténcia
por desenvolver imunidade frente a acdo do endoparasitismo.

Os resultados das analises para OPG, EOSI e VG quanto aos critérios
utilizados em todos os Desafios 1 e 2, na comparagao dos diferentes modelos

adotados (REP e MRA) séo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2. Ordem do polinémio para a curva fixa (k¢), € para os efeitos genéticos
aditivo direto (ka) e de ambiente permanente (ky), numero de parametros (NP),
logaritmo da fungdo de verossimilhanga (Log L), critério de informagédo de
Akaike (AIC), critério de informacdo Bayesiano de Schwarz (BIC) para a

caracteristica OPG.

MRA NP LogL AlC BIC
F2A2P> 7 -94,136 202,273 231,576
F2A2P3 10 -89,135 198,270 240,132
b F2A3P2 10 -88,958 197,916 239,778
8 F2A3P3 13 -57,631 141,262 195,682
<<I(J F3A2P> 7 -88,502 191,004 237,192
"'QJ F3A2P3 10 -54,276 128,552 170,374
F3A3P> 10 -81,200 182,400 224,220
F3AsP3 13 -80,452 186,904 241,270
REP 3 -126,791 259,582 272,326

MRA NP LogL AIC BIC
F2A2P- 7 -115,939 245,878 275,478
F2A2P3 10 -106,151 232,302 274,586
~ F2A3P2 10 -107,708 235,416 277,700
8 F2A3P3 13 -105,493 236,986 291,956
“f, F3A2P> 7 -114,400 242,800 272,372
'g F3A2P3 10 -103,068 226,136 268,380
F3A3P2 10 -104,951 229,902 272,146
F3AzP3 13 -102,477 230,954 285,874
REP 3 -139,421 284,842 297,528

MRA: Modelo de Regresséo Aleatdria; REP:

Modelo de Repetibilidade; OPG: ovos por grama de fezes.
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Tabela 3. Ordem do polinémio para a curva fixa (k¢), € para os efeitos genéticos
aditivo direto (ka) e de ambiente permanente (ky), numero de parametros (NP),
logaritmo da fungdo de verossimilhanga (Log L), critério de informagao de
Akaike (AIC), critério de informagcdo Bayesiano de Schwarz (BIC) para a

caracteristica EOSI.

MRA NP Log L AlC BIC
F2AP; 7 359,219 704,438 -670,892
FoAsP3 10 360,712 701,424 -653,502
= F2AsP2 10 361,686 -703,372 -655.450
8 FoA3P3 13 362,529 -699,058 -636,758
= F3AP, 7 364,140 714,280 -680,750
w F3A.P3 10 365,606 711,212 -663,312
F3AsP2 10 367,386 714,772 -666,870
F3AsP3 13 367,920 -709,840 -647,568
REP 3 323,380 658,000 -644,384

MRA NP Log L AlC BIC
F2AsP, 7 402,319 790,638 -758,252
FoAP5 10 402,528 -785,056 -738,788
N F2A3P; 10 404,603 -789,206 742,938
8 F2oAsP3 13 404,647 -783,294 723,146
pS F3ALP, 7 405,229 -796,458 -764,090
ol F3A2P3 10 405,590 -791,180 -744,940
F3AsP, 10 407,420 794,840 748,598
F3AsP3 13 407,669 -789,338 729,224
REP 3 377,142 -748,284 734,404

MRA: Modelo de Regressao Aleatéria; REP: Modelo de Repetibilidade; EOSI: eosindfilos sanguineos.
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Tabela 4. Ordem do polindmio para a curva fixa (k¢), € para os efeitos genéticos
aditivo direto (ks) e de ambiente permanente (ky), nUmero de parametros (NP),
logaritmo da fungdo de verossimilhanga (Log L), critério de informagao de

Akaike (AIC), critério de informacdo Bayesiano de Schwarz (BIC) para a

caracteristica VG.

MRA NP Log L AIC BIC
F2A2P; 7 -1781,504 3577,008 3610,556
F2A2P3 10 -1651,758 3323,516 3371,438
- F2AsP2 10 -1767,499 3554,998 3602,922
2 F2A3Ps 13 1767,133 3560,266 3622,566
= F3A2P; 7 -1777,673 3569,346 3602,876
w F3A2Ps 10 -1765,715 3551,430 3599,330
F3AsP2 10 -1755,374 3530,748 3578,650
F3AsPs 13 -1758,371 3542,742 3605,014
REP 3 -1831,570 3669,138 3683,516

MRA NP Log L AIC BIC
F2A2P2 7 -1315,743 2645,486 2677,882
F2A2Ps 10 -1313,420 2646,840 2693,120
N F2AsP, 10 -1310,285 2640,570 2686,850
2 F2A3Ps 13 -1309,634 2645,268 2705,432
= F3AzP> 7 -1314,092 2642,184 2674,562
w F3A2Ps 10 -1311,989 2643,978 2690,232
F3AsP, 10 -1309,749 2639,498 2685,752
F3AsPs 13 -1309,087 2644,174 2704,304
REP 3 -1348,490 2702,984 2716,868

MRA: Modelo de Regressao Aleatéria; REP: Modelo de Repetibilidade; VG: volume globular.

De acordo com o critério de ajuste AIC e BIC para MRA a fim de
descreverem as mudancas dos perfis parasitolégico e hematolégico na
resisténcia do Haemonchus contortus em caprinos Crioulos:

- Tabela 2: o modelo F3A,P3; para ambos os Desafios (1 e 2) foi o mais
adequado para descrever a contagem OPG;

- Tabela 3: os modelos F3A3P, (Desafio 1) e F3A,P, (Desafio 2) foram os
mais parcimoniosos para representarem a contagem de EOSI sanguineos
neste estudo;

- Tabela 4: os modelos F>A,P; e F3A3P, mostraram-se os mais
apropriados para descreverem a contagem de VG, nos Desafios 1 e 2,

respectivamente.
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Quanto maior o numero de efeitos aleatérios, com seus respectivos
niveis e numero de parametros, maior sera o Log L, mostrando ser o melhor
neste critério. O Log L, no Desafio 1, para contagem de OPG (F3A2P3) e VG
(F2A2P3) obtiveram os melhores ajustes.

Em contra partida, os modelos REP, considerando os mesmos critérios
de ajuste, mostraram-se insatisfatorios para as mesmas finalidades.

O teste TRV indicou que os modelos avaliados diferiram estatisticamente
entre si, ou seja, 0 modelo completo apresentou melhor ajuste em comparagao
ao modelo reduzido.

As estimativas de (co)variancias, correlagbes entre o intercepto e os
coeficientes de regressdo aleatéria em cada MRA eleito por cada etapa de
infeccao artificial, e analisados para OPG, EOSI e VG sao apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Estimativas de componentes de variancia (diagonal), covariancia
(abaixo da diagonal), correlagbes entre o intercepto e os coeficientes de

regressao aleatoria (acima da diagonal) para cada MRA escolhidos.

Desafio 2
OPG = F;A,AP;

Desafio 1
OPG = F;A,AP;

Efeito genético aditivo direto (ka = 2)

Efeito genético aditivo direto (ka = 2)

1,345x10™ -2,240.10" 3,211.107 -4,219.10"
-2,076.10 6,386.10" -2,357.10 9,717.10°3
Efeito ambiente permanente do animal (kp = 3) Efeito ambiente permanente do animal (kp = 3)
1,926.10" 4,271.10" -4,741.10" 4,194.10" 1,374.10" -3,885.10"
4,856.102 6,712.107 -9,986.10" 2,332.10% 6,877.107 -9,660.10"
-4,635.10 -5,763.10 4,963.102 -4,028.1072 -4,056.102 2,563.102

EOSI 2 F:A;P,
Efeito genético aditivo direto (ka = 3)

EOSI = F:A,P,
Efeito genético aditivo direto (ka = 2)

6,601.107 5,705.10" -4,206.10" 1,072.10" -9,040.10
1,043.1072 5,063.10° -9,844.10" -3,015.10° 6,149.10°°
-7,546.10° -4,892.10° 6,601.10

Efeito ambiente permanente do animal (kp = 2)

Efeito ambiente permanente do animal (kp = 2)

4,311.10 9,917.10™ 1,790.10° 7,591.10™
1,674.10° 6,614.10° 1,184.1073 1,358.107
VG = F,A,P; VG = F;A;P,

Efeito genético aditivo direto (ka = 2) Efeito genético aditivo direto (ka = 3)
5,143 -5,763.10" 3.591 -1,631.10" -9,963.10"
-3,219 6,066 -3,050.10" 9,745.10" 7,880.102

-1,089 4,488.102 3,332.10"
Efeito ambiente permanente do animal (kp = 3) Efeito ambiente permanente do animal (kp = 2)
9,480 -8,500.10°° -1,144.10" 18.905 3,166.10"
-2,023.10™ 5,944.10° 9,944.10" 1.094 6,328.10"
-4,185 9,111.102 141,22

FrAxaPrp: ordem da funcdo de covariéncias para a curva fixa (ks) e para os efeitos genético aditivo (ka) e de
ambiente permanente (kp); OPG: ovos por grama de fezes; EOSI: eosinéfilos sanguineos; VG: volume

globular.



As maiores variancias estiveram associadas aos coeficientes lineares e
quadraticos, utilizados para modelar os efeitos genético aditivo direto e de
ambiente permanente (Tabela 5).

Em ambos os Desafios em estudo, as covariancias e correlacbes do
intercepto com o coeficiente de regressao aleatéria foram muito baixas, além
de alguns valores serem negativos em todas as caracteristicas analisadas por
cada etapa em estudo, para estudo de resisténcia de caprinos Crioulos ao
endoparasitismo do Haemonchus contortus.

Silva et al. (2011) trabalharam com polindbmios de Legendre para um
melhor ajuste da trajetoria média da contagem de OPG, em bovinos da raga
Angus. Estes autores constataram maiores valores: na estimativa de variancia
para o intercepto das matrizes de covariancia aditiva direta e de ambiente
permanente, e também nas covariancias e correlagbes positivas entre o
intercepto e o coeficiente linear das mesmas matrizes.

As estimativas de componentes de variancia para os caracteres (OPG,
EOSI e VG) de resisténcia em caprinos Crioulos por em cada etapa (Desafio 1
e 2), observados semanalmente, utilizando MRA (modelos ja selecionados) e

REP sao apresentadas na Figura 11.
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Continuagao da Figura 11
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Continuagao da Figura 11
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Figura 11. Estimativas de componentes de variancia genética aditiva direta
(057, fenotipica (of’) e efeito de ambiente permanente (c,°)

Todas as informagdes para estimacdo dos componentes de variancia
genética aditiva (c,°), fenotipica (of’) e efeito de ambiente permanente (c,7),
nos Desafios 1 e 2, foram sempre maiores aos 21 dias da infestagao artificial,
registrado somente para a contagem de OPG em MRA. No Desafio 1, os

valores registrados foram de 0,20 para c,%; 0,85 para of; 0,36 para o,

; Jano
Desafio 2 as informacdes obtidas foram de 0,22 para c.2 0,87 para o, 0,40
para cpz. Na analise do REP para contagem de OPG, durante o Desafio 1 as
informacgdes coletadas foram de 0,11 para ., 0,56 para of’; 0,03 para c,°. Ja
no Desafio 2 os valores foram de 0,18 para .2 0,71 para of; 0,14 para c,”.

No Desafio 1, o MRA para EOSI, foi registrado um alto indice aos 35 e
42 dias de observagdo para ambas as estimagdes de c.° e of; € um leve
crescimento na estimagéo do o,” registrados aos 35 até os 56 dias de coleta
dos dados. Para no Desafio 2, 0 6.° e of obtiveram um aumento logo no inicio
do experimento, a partir disso um houve pequeno decréscimo de ambas
estimativas e mantiveram-se constante ao longo do tempo; porém, o mesmo
nao ocorreu para a estimacao do cpz, que registrou um aumento gradual a

partir dos 14 até os 42 dias experimentais. Na avaliacdo do REP para EOSI, o
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Desafio 1 informou 0,03 para o.% 0,18 para of; 0,02 para c,°. Durante o
Desafio 2 as informagdes foram de 0,09 para c,%; 0,18 para o; 0,0008 para
sz.

Para VG observadas no Desafio 1 e com MRA, as estimativas
permaneceram altas para .- (duas primeiras semanas) e of (primeira até a
quinta semana); ja para a estimativa cp2 0 maior valor registrado foi aos 28 dias
para a mesma etapa analisada e modelo. No Desafio 2 a estimativa de c,° foi
crescente até aos 21 dias, e logo em seguida houve uma diminuigao até o final
do experimento; no entanto, as estimativas de of e csp2 foram sempre
crescentes ao longo do tempo de coleta das informag¢des. No REP para VG, o
Desafios 1 reportou 5,04 para ¢, 2,99 para of; 24,63 para o,°. No Desafio 2
os registros foram de 0,11 para ¢, 18,49 para o¢%; 10,29 para c,°.

Lébo et al. (2009) observaram em dois desafios (ou infec¢des) naturais,
a resisténcia de ovinos da raga Santa Inés aos endoparasitas, através do uso
do MRA, a fim de obterem as estimativas de of, 52> € c,° para OPG e VG.
Estes autores verificaram que of, 64> € o, foi mais pronunciado no 2° desafio
do que no 1° desafio, onde os mesmos se mostraram praticamente inalterado
para o estudo da contagem de OPG. Ja para a analise do VG as variagdes se
comportaram o inverso do OPG, ou seja, OPG cresceu, enquanto que houve
uma diminui¢cao observada no VG.

As estimativas de herdabilidade aditiva direta e de ambiente permanente
como propor¢ao da variancia fenotipica total das analises OPG, EOSI e VG por
Desafio (1 e 2) estimados através do tempo (em dias), utilizando MRA

(modelos ja escolhidos) e REP sao apresentadas na Figura 12.

Desafio 1 Desafio 2

21 28 35 a2 a9 56 21 28 as az
TEMPO (dias) TEMPO (dias)
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Continuagao da Figura 12
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Figura 12. Estimativas de herdabilidade (h?) e de ambiente permanente (p?)
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No Desafio 1 para o MRA, a contagem de OPG mostrou estimativas de
herdabilidade aditiva direta (h?) crescentes de 0,23 para 0,25 aos 21 e 28 dias,
respectivamente; e ao término da observacgdo dos dados a h? marcou 0,26. A
herdabilidade de ambiente permanente (pz) registou 0,42 logo nas primeiras
observagdes do experimento, e oscilou entre 0,16 a 0,37 ao logo do tempo na
coleta dos dados. As estimacdes de h? e p? para o REP foram iguais e
constantes a 0,20 do inicio até o final da coleta de informagdes. No Desafio 2,
também houve um pequeno aumento da h? de 0,25 (aos 21 dias) a 0,27 (aos
28 dias); e até o final da coleta de informacdes, o registro foi de 0,24 (aos 42
dias). Para a p? o maior registou foi de 0,46 aos 21 dias, e oscilou entre 0,31 a
0,42 em todo tempo de coleta das analises. No REP tanto a h? como a p?
obtiveram os mesmos valores constantes (0,25) em todo o experimento.

Para a caracteristica EOSI com MRA (Desafio 1), a h? foi de 0,21 no
primeiro da coleta dos dados e chegou ao pico de 0,26 aos 35 dias; e p? obteve
um aumento progressivo desde o primeiro momento de observacdo da
infestacao artificial parasitaria até o final das analises com valor de 0,14. REP
manteve-se constante nos dois Desafios (1 e 2), com valor fixo de 0,16 para
ambas estimativas de h? e p2. No Desafio 2, a estimativa de herdabilidade para
EOSI obteve o maior valor de 0,56 para h?, e a partir disso ndo houve muitas
alteragdes ao longo do tempo. Ja para p? os registros foram muito baixos e
quase chegando a zero, onde até o final do experimento o valor indicado foi de
0.027. O REP se destacou em relacdo ao MRA, que obteve altas estimativas
para h? e p?, com valor fixo de 0,50 para ambos as etapas de estudo.

No Desafio 1, a estimativa de herdabilidade para VG e com MRA, a h?
foi alta (0,52) logo no comecgo da coleta dos dados, mas ao longo do tempo
esse valor foi diminuindo, até chegar a 0,08 aos 35 dias, a partir de entdo essa
estimativa da herdabilidade pode da um salto para 0,35 até o final do
experimento. Ja para p? ocorreu o inverso, aonde as informacgées nos extremos
chegou a zero, e o seu pico foi registrado com 0,41 aos 28 dias. O REP
registrou valores constantes ao longo do tempo (h2 =p? = 0,21) de estudo. Ja
no Desafio 2 para MRA, a curva para h? foi crescente até obter um valor
maximo de 0,17 aos 21 dias, e até o final da coleta dos dados essa curva
assumiu comportamento contrario, chegando a um valor de 0,06 aos 42 dias.

Para estimacdo da herdabilidade p? os valores foram sempre altos ao longo do
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tempo, com destaque para os 42 dias de observagao que registrou um valor
maximo de 0,61. Para o REP nao obteve destaque em relacdo ao MRA, pois
seus valores chegaram a quase zero, e permaneceu inalterada ao longo do
tempo para ambas estimativas de herdabilidades (h2 e pz).

Neste estudo foi possivel observar que animais jovens ndo conseguem
responder de maneira eficiente as infecgdes gastrointestinais. E esta de acordo
com Vieira etal. (1997), em que a medida que os caprinos Crioulos se
desenvolvem, a resposta a resisténcia contra endoparasitismo torna-se
crescente e eficaz quanto aos efeitos negativos causados ao hospedeiro.
Também corrobora com as informagdes obtidas por Amarante (2004), onde a
habilidade com que esses pequenos ruminantes adquirem, e também
expressam a imunidade contra ao Haemonchus contortus é direcionada para
as futuras geracoes.

Stear et al. (2001) listaram estimativas de herdabilidade para EOSI com
valores de 0,48 e 0,43, em pequenos ruminantes infectados com endoparasitas
com idades de quatro e cinco meses, respectivamente. Vanimisetti et
al. (2004) informaram herdabilidades estimadas para OPG de 0,25, 0,22, 0,20,
0,07 e 0,00, respectivamente, em trés, quatro, cinco, seis e sete semanas apos
um desafio artificial, em pequenos ruminantes infectados com Haemonchus
contortus. Bishop et al. (2004) investigaram a heranca da resisténcia de
cordeiros Texel contra infeccbes de parasita gastrointestinais criados no Reino
Unido, e encontraram herdabilidade para OPG oscilando entre 0,26 a 0,38.
Sayers et al. (2005) observaram herdabilidade do OPG para resisténcia de
ovinos Sulffock e Texel com estimativas entre 0,14 a 0,44. Prince et al. (2010)
comprovaram herdabilidade direta de 0,15 para OPG em pequenos ruminantes
infeccionados com Haemonchus contortus. Assenza et al. (2014) encontrou
para OPG algumas herdabilidades relacionadas quanto a resisténcia de
pequenos ruminnates a infestacao artificial de Haemonchus contortus: 0,10 a
0,15 (antes da infestagao); 0,21 a 0,38 (durante a a primeira infestagao); e 0,48
a 0,55 (durante a segunda infestagao).

Stear et al. (1990) acharam herdabilidade para OPG variando entre 0,35
e 0,51 em bovinos da raca Belmont Red resistentes endoparasitas
gastrintestinais. Gasbarre et al. (2001) encontraram herdabilidade para OPG
variando entre 0,30 e 0,40 em rebanhos bovinos criados nos EUA. Passafaro et

53



al. (2014) confirmaram herdabilidade para OPG variando entre 0,02 a 0,34 para
a resisténcia a nematoides gastrintestinais em bovinos da raga Nelore.

Gauly e Erhardt (2001) afirmam que a herdabilidade de OPG variou
entre 0,11 a 0,48; e herdabilidade de VG oscilou de 0,19 a 0,26, onde essas
informacgdes foram suficientes para a selegédo a resisténcia de ovinos da raca
Rhon contra nematoides gastrintestinais.

Lébo et al. (2009) verificaram estimativas variaveis para a herdabilidade
de OPG em ovinos da raga Santa Inés, com as seguintes informagdes: 0,04 a
0,27 em um 1° desafio natural com nematdides gastrintestinais, e 0,01 a 0,52
em um 2° desafio também natural. Os mesmos autores encontraram para VG,
herdabilidades de 0,31 (1° desafio) e 0,12 (2°. desafio).

Mandonnet et al. (2001) relataram um estudo sobre a variabilidade
genética da resisténcia de caprinos da raga Créole ao endoparasitismo, onde
os valores para a herdabilidade de OPG foi de 0,37 durante a desmama e a
herdabilidade para VG variou entre 0,10 e 0,33.

Algumas vantagens que o MRA teve sobre o REP para as
caracteristicas (OPG, EOSI e VG) avaliadas foram: a retirada da variagcao
ambiental no banco de dados fenotipicos, dando atencdo aos efeitos
ambientais comuns de cada coleta de dados nas duas etapas (Desafios 1 e 2);
e a utilizagdo de um grande numero de informacdes (registros) por animal e por
etapa. Assim, as estimativas de correlagdo ao longo do tempo para estas
caracteristicas em estudo (OPG, EOSI e VG) para cada Desafio (1 e 2)

utilizando MRA (modelos ja escolhidos) sdo apresentadas na Figura 13.

Desafio 1 Desafio 2
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Continuacao da Figura 13
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Figura 13. Correlagbes genética aditiva direta (r,) e efeitos de ambiente
permanente (rp) entre tempos (dias) e entre os Desafios 1 e 2.
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Para a caracteristica OPG observadas no Desafio 1, a r, variou de -
0.180 (28 aos 56 dias) a proximo de um (0,980) dos 21 aos 28 dias; e para a rp
houve uma variacédo de -0,415 (21 aos 42 dias) que chegou proximo de um
(0,999) dos 42 aos 49 dias. Para o Desafio 2, ja no inicio da coleta dos dados
(aos 21 dias) a r, oscilou de 0,857 (até aos 42 dias) a proximo de um (0,989,
até aos 28 dias); e a rp registrou dados que variaram de 0,170 (21 aos 35 dias)
até proximo de um (0,990) dos 35 aos 42 dias.

No Desafio 1 para a caracteristica EOSI, a r, obteve oscilagdes de 0,192
(28 aos 56 dias) até um (21 aos 49 dias; e 28 aos 42 dias); e a r,, registrou valor
igual a um, ou seja, ndo ocorreu variagdo desde o inicio até o fim do
experimento (aos 56 dias). No Desafio 2, desde o inicio do experimento, a r,
variou de 0,816 (até aos 42 dias) a proximo de um (0,997, até aos 7 dias); ja
para a r, houve variagéo de -0.545 (21 aos 35 dias) a préximo de um (0,997)
dos 35 aos 42 dias.

No inicio da coleta dos dados para a caracteristica VG observadas no
Desafio 1, a r, variou de -0,627 (até aos 56 dias) a proximo de um (0,997, até
aos 7 dias); a rp oscilou de -0,705 (14 aos 56 dias) até um (7 aos 28 dias; 14
aos 35 dias; 21 aos 42 dias; 28 aos 42 dias; e 35 aos 42 dias). No periodo 1V, a
ra registrou um valor negativo de -0,789 (inicio do experimento até aos 42 dias)
que variou até proximo de um (0,997) dos 35 aos 42 dias.

Passafaro et al. (2014) encontraram valores baixos para r, em
caracteristicas (OPG) de resisténcia dos bovinos da raga Nelore a nematdides
gastrintestinais. Pollott et al. (2004) apontam a r, de -0,63 para analise do OPG
a procura da resisténcia em pequenos ruminantes a endoparasitas
gastrointestinais. Lobo et al. (2009) verificaram as r, entre as caracteristicas
OPG e VG, que nao diferiram de zero: 0,04 e 0,02, recpectivamente, para
resisténcia em ovinos da raca Santa Inés. Assenza et al. (2014) encontraram
para OPG r, iguais a zero durante a primeira infestacdo artificial de
Haemonchus contortus em pequenos ruminantes, mas durante a segunda
infestagdo o r, foi de -0,480; ja para VG a r, foi igual a -0,210 (primeira
infestagéo) -0,410 (segunda infestacéo).

De modo geral, as correlagdes r, e r,, entre cada caracteristica analisada
(OPG, EOSI e VG), para os dois Desafios (1 e 2), obtiveram grandes
diferencas entre todas as modelagens de MRA escolhidas, a fim de analisar a
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resisténcia de caprinos Crioulos conta o Haemonchus contortus. Onde a
maioria das r, e rp, foram baixas, e estas passando de moderadas a altas ao
longo do tempo. Essas variagdes podem ser resultantes a heterogeneidade de
resposta imune dos hospedeiros, relacionados as diferengas de idade entre os

caprinos.

CONCLUSAO

Mediante comparacédo de diferentes modelos de avaliagdo genética, o
Modelo de Regressao Aleatdéria (MRA), identificados pela ordem dos
polinbmios de Legendre para a curva fixa, efeito genético aditivo e de ambiente
permanente, através dos avaliadores de qualidade (AIC e BIC), foi o melhor em
descrever geneticamente a curva de resisténcia de caprinos Crioulos
inoculados com Haemonchus contortus nos dois periodos considerados
(Desafio 1 e 2).
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CHAPTER 2:
GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY AND IDENTIFICATION
OF CANDIDATE GENES FOR FECAL EGGS COUNT IN CREOLE
GOATS
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, may,
2016. Genome wide association study and identification of candidate
genes for fecal eggs count in Creole goats. Adviser: Fabyano Fonseca e
Silva. Co-Adviser: Robledo de Almeida Torres.

An alternative control of gastrointestinal nematode infestation (GNI) in goats
can be achieved by the identification of genes controlling the resistance
mechanisms, which can be used in breeding programs under a marker-assisted
selection and gene introgression frameworks. In this context, we aimed to
perform genome-wide association studies (GWAS) for fecal eggs count (FEC)
of Haemonchus contortus in Creole goats from Guadeloupe, and to identify
possible candidate genes associated with GNI resistance in this population. A
total of 138 Creole goats were phenotyped for FEC in two different periods, first
(FC) and second (SC) Challenges. After quality control, 46,643 SNP (single
nucleotide polymorphism) markers were considered in the GWAS. The
significant associations were identified by fitting linear mixed models separately
for each period. A total of 7 significant SNPs (on chromosomes 4, 6, 11 and 17)
associated to FEC in the FC, and 5 (on chromosomes 3, 8, 9 and 24) in the SC
were reported. Candidate genes annotation was performed at the positions of
the significant markers. The identified genes were related to damage to the
intestine (PROM1 in the FC), inflammation process (FGFBP1 in FC), immune
response (LIMCH1 in the FC, and FSD1L in the SC), hemorrhage control
(ADAMTS3 in the FC) and muscle weakness (SUCLG1 in the FC, and FKTN in
the SC). Since the symptoms provided by severe Haemonchus contortus
infections are related with the mentioned functions, we believe that annotation
analysis make sense and these genes might be better studied under an

integrated immunological viewpoint in future gene expression assays.

Key-words: fecal eggs count, Haemonchus contortus, SNP marker, mixed

models.
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RESUMO

OLIVEIRA, Joashllenny Alves de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2016. Estudo de Associacao Genémica Ampla e identificacao de genes
candidatos para a contagem de ovos por grama de fezes em caprinos
Crioulos. Orientador: Fabyano Fonseca e Silva. Coorientador: Robledo de
Almeida Torres.

Um controle alternativo contra a infestacdo de nematddeos gastrointestinal
(ING) em caprinos pode ser realizado através da identificacdo de genes que
controlam os mecanismos de resisténcia. Estes genes podem ser utilizados em
programas de melhoramento sob o enfoque de selegcdo assistida por
marcadores. Neste contexto, objetivou-se realizar um Estudo de Associagao
Genbmica Ampla (Genome-Wide Association Study - GWAS) para contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) de Haemonchus contortus em caprinos
Crioulos de Guadalupe, e identificar possiveis genes candidatos associados a
resisténcia a ING. Um total de 138 caprinos Crioulos foram fenotipados para
OPG em dois periodos diferentes, primeiro (PD) e segundo (SD) desafios.
Depois do controle de qualidade, 46.643 marcadores SNPs (single nucleotide
polymorphism) foram considerados para a GWAS. As associacdes
significativas foram identificadas através de modelos lineares mistos ajustados
separadamente para cada periodo. Foram reportados um total de 7 SNPs (no
cromossomo 4, 6, 11 e 17) no PD, e 5 SNPs (nos cromossomos 3, 8, 9 e 24)
na SC, estatisticamente associados com OPG. A anotagdo dos genes
candidatos foi realizada nas posi¢cdes destes marcadores significativos. Os
genes identificados foram relacionados a danos ao intestino (PROM1 no PD),
processo de inflamagao (FGFBP1 no PD), resposta imune (LIMCH1 no PD, e
FSD1L no SD), controle da hemorragia (ADAMTS3 no PD) e debilidade (ou
fraqueza) muscular (SUCLGT1 no PD, e FKTN no SD). Uma vez que os
sintomas promovidos por infecgdes graves atraves do Haemonchus contortus
estdo relacionados com as fungdes mencionadas, acredita-se que estes genes
podem ser melhor estudados sob um ponto de vista imunolégico em futuros

ensaios de expressao génica.
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Palavras-chave: ovos por grama de fezes, Haemonchus contortus, marcador

SNP, modelos mistos.
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INTRODUCTION

The control of gastrointestinal nematodes infestation (GNI) represents a
challenge for the sustainability of small ruminant production, particularly for goat
husbandry in the humid tropics (Mandonnet et al., 2005). As reviewed by
Mandonnet et al. (2015), the wide use of anthelmintic drugs has been
considered in various programmes for the development of small ruminant
production, resulting in the selection of anthelmintic resistant strains of
parasites.

Thus, an interesting alternative to control GNI infestation in small
ruminants is the selection of genetically resistant animals as well as the
identification of chromosome regions controlling the resistance mechanisms.
Once identified, these regions can be used in breeding programs under a
marker-assisted selection and gene introgression approaches. Molecular
genetics has reached great advances due to the development of dense panels
of single nucleotide polymorphisms (SNP) markers. Given this large amount of
genomic information, some markers can be close to relevant genes make
possible to relate them to measurable traits through genome-wide association
studies (GWAS). In relation to GNI, one general trait that can be used in GWAS
is the fecal egg count (FEC), which is a simple procedure that can be performed
at herds to get an approximation of the parasite load that animals are carrying.

Recently, GWAS have been carried out for FEC in ruminants. In Angus
cattle, Kim et al. (2015) reported six significant genomic regions located on
bovine chromosomes 3, 5, 8, 15 and 27. Annotation analysis within these
regions suggested genes involved in inflammatory response to infections. In
sheep, Sallé et al. (2015) using a backcross (Romane x Martinik Black Belly)
population identified four QTL regions on chromosomes 5, 12, 13, and 21; and
Benavides et al. (2015) and Atlija et al. (2016) using backcross (Red Maasai x
Dorper) and Spanish Churra populations, respectively, reported significant QTL
region located on chromosome 6.

Although these results are encouraging for cattle and sheep, information
like that are scarce for goats and must be supplied given the importance of GNI

for tropical breeds. For this purpose, we aimed to perform GWAS for FEC in
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Creole goats from Guadeloupe and to identify possible candidate genes

associated with GNI resistance in this population.

MATERIAL AND METHODS

Phenotypic and Genotypic Data

The experiment was conducted under farm-like conditions at the INRA
experimental farm in Guadeloupe (16° 20 N, 61° 20 W). The climate was
oceanic-tropical: the mean monthly maximum temperature was in the range 29 -
31°C, mean minimum 22 - 25°C, annual rainfall was 1000 - 1500 mm, with a dry
season between January and July.

A total of 138 Creole goats, reared in individual cages raised above the
ground, were used in the experiment. The animals were artificially infected with
10,000 larvae L3 of Haemonchus contortus. After this first challenge (FC), the
animals were weekly phenotyped for FEC during 8 weeks (56 days). At the end
of this period, the animals were drenched for the first time, so that four weeks
after this they were infected again with 10.000 larvae. After this second
challenge (SC), the animals were weekly phenotyped again for FEC during 6
weeks (42 days). In summary, the animals were phenotyped for FEC in two
different periods, for the FC the FEC were collected at 0, 7, 14, 21, 28, 35,
42, 49 and 56 days; and for the SC at 21, 28, 35 and 42 days. The
contemporary groups were defined by combining information from year and
season of birth, and sex. A total of nine contemporary groups were considered.
The age of animals varied from 173 to 307 days old.

All the animals were genotyped using the lllumina goat SNP50 BeadChip
(Hlumina Inc. San Diego, CA) containing 53,347 SNPs. In relation to quality
control procedures, SNPs with a GenCall score less than <0.05, a minor allele
frequency less than <0.01 and frequency of missing genotypes greater than
>0.05 were excluded from the dataset. After quality control, genotypes of 138
animals for 46,643 SNPs were included in the GWAS.
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Statistical Analyses

The data from two periods (FC and SC) were analyzed separately. The
original phenotypic observations (log transformed FEC) were pre-correct for
fixed effects of contemporary groups, collection days and age (linear covariate).
The pre-corrected phenotypes were defined as the residual estimates from a
linear model containing the mentioned fixed effects plus the general phenotypic
mean.

Genome association studies were performed using the following mixed
model (Zhang et al. 2010, Kang et al. 2010):

Y =Zu+Ma+e

where: Y represents the vector of pre-corrected phenotypic observation for each
animal; u is the vector of random animal polygenic effect, u ~ N(0,Go?,), being
G the additive genomic relationship matrix; a represents the fixed SNP additive
effect and e represents the residual vector, e ~ N(O,Ioze). The matrices Z and M
represent the incidence matrices for u and a, respectively. The polygenic effect
was used to point out for possible sub-population structure (e.g. family). The
presented model was fitted using the GWAS function of the rrBLUP package of
R software (R Core Team, 2015).

To infer on the statistical significance of each SNP, the reported model
was fitted separately for each marker and the t-test was used to access the
significance. The FDR (False Discovery Rate) method was used to correct the

P-values for multiple tests, since each SNP was tested separately in the model.

SNP Derived Candidate Gene Annotation

We exploited the functions of the annotated genes underlying the
significant SNP markers (g-value<0.05). In order to track the genes that were
within or close to markers, we used the package Map2NCBI (Hanna and Riley,
2014) of the R software based on the CHIR_1.0 assembly of the goat genome
sequence.

Information about the identity and function of annotated genes at mapped
SNP markers were obtained from the chromosomal positions at the NCBI
Genome Browser 2015 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/?term=goat).

Lists of the genes that are located closest to the significant SNPs were
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extracted while allowing for a maximum distance of 0.0530 Mb. This value
represents the mean distance (in Mb) between marker according to mean LD
measure reported by Brito et al. (2015) that studied jointly the genome scan of
several goat breeds (LaMancha, Nubian, Toggenburg and Boer), between the
SNP and annotated genes. Putative genes that were identified for goat breeds
were established by a BLAST homology search of known, identified human
gene transcripts, which were downloaded from the genome databanks of the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK143764/). Under this approach, it was
possible to identify the biological mechanisms and functions involving the
identified genes as well as to highlight the most relevant genes that are
putatively associated with gastrointestinal parasitic nematodes resistance and
immunologic response. When no information was available for goat genes,
cattle, human, rat, and mouse biological function annotations were used to

proceed with the in-silico functional analyses.

RESULTS

The Manhattan plots for FEC at first (FEC-FC) and second (FEC-SC)
Challenges are shown, respectively in Figures 14a and 14b; and QQ-plots in
Figures 14c and 14d, respectively. We identified 7 significant SNPs (on
chromosomes 4, 6, 11 and 17) associated to FEC-FC, and 5 (on chromosomes
3, 8,9 and 24) to FEC-SC.

A total of 6 genes were annotated within the window from significant
SNPs for FEC-FC, while 5 genes were annotated for FEC-SC (Table 6). The
main chromosome in terms of number of annotated genes for FEC-FC was the
6, and for FEC-SC was the 8.
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Figure 14. Manhattan plot and QQ-plot for fecal egg count (FEC) at first (a and

c¢) and second (b and d) Challenges.
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Table 6. Significant SNP markers for fecal egg count (FEC) at first (FC) and
second (SC) Challenges, their respective position in chromosomes, g-values (p-
values corrected by FDR), -log10 (g-value) (transformed g-values used in the

Manhattan plots) and annotated genes within SNP region.

-log10

Trait Chr Pos (bp) g-value (q-value) Genes
4 68903053 2.6429E-05 4.577918662 -
6 108176232 5.23417E-05 4.281152116 FGFBP1, PROM1
6 58726236  2.96302E-05 4.528265895 LIMCH1
aFtI?:% 6 84762610 9.21265E-05 4.035615516 ADAMTS3
11 49961843 9.37661E-05 4.027954108 SUCLG1
17 2550190 1.36435E-05 4.865075432 LRAT
17 3405070 8.50186E-05 4.070485854 -
3 2534062 4.50397E-05 4.346404752 FAM78B
8 102957754 1.65176E-05 4.782052664 -
FaEtC 8 93355024  8.87882E-05 4.051644657 SLC44A1, FSD1L,
sC FKTN
9 80282768 6.51755E-05 4.185915345 ZDHHC14
24 36211877  3.91551E-07 6.407211867 -
DISCUSSION

Manhattan and Q-Q plots

The Manhattan plots in Figure 14a and 14c assume that each point is a
SNP laid out across the goat chromosomes from left to right, and the heights
correspond to the strength of the association to FEC. For the first challenge, the
significant SNPs located at chromosomes 6 and 17 are closed to other non-
significant SNPs in the same peak. Similarly, for the second challenge, the
significant SNPs in the chromosome 8 are also located in a remarkable peak. In
general, peaks including significant SNPs in the same chromosome suggest
that they are expressing together, implying in a physical relevant region to be
studied under an annotation gene framework. Thus, hypotheses about
candidate genes associated with FEC on these regions can be raised.

With respect to Q-Q plots (Figure 14b and 14d), the deviations from the
identity line suggest that the sample contains values arising by a true
association. This behavior is observed for both conditions, first and second
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Challenges. In general, the Q-Q plots is a simple way to validate the results
reports in the Manhattan plots. Thus, in the present results, it is possible to infer
that this validation was successfully realized for both mentioned conditions.
Furthermore, there is no inflation of observed statistics at the beginning of the
trajectory, indicating that the inclusion of polygenic effect in the used model was

able to adjust the GWAS for possible population structure effects.

SNP Derived Candidate Gene Annotation

First Challenge Annotated Genes

According to Karim et al. (2014), the PROM1 (Prominin-Like Protein 1)
gene located at chromosome 6 (Table 6) plays a role in regulating intestinal
homeostasis and that these results clearly illustrate the role of this gene in
intestinal regeneration. The reported FGFBP1 (Fibroblast Growth Factor
Binding Protein-1) gene at chromosome 6 is associated, among other functions,
with regulation of the inflammatory response by FGF (Fibroblast Growth Factor)
signaling and macrophage recruitment in inflammatory conditions (Schwertfeger
et al.,, 2006). In this same chromosome, the identified LIMCH1 (Calponin
Homology Domains) gene is related with immune response. The actin
cytoskeleton plays a major role in cell motility that is essential for the function of
phagocytes, and Calponin is an actin associated regulatory protein. The actin
cytoskeleton of leukocytes plays a central role in the locomotion, transmigration,
and phagocytosis. These activities are essential for the function of myeloid
cells, including neutrophils, monocytes, and macrophages, in defensive and
autoimmune responses (Huang et al., 2008). According to Rocks et al. (2008),
the last annotated gene at chromosome 6 (ADAMTS3 - disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 3) plays roles in cell adhesion,
cell migration, hemorrhage control (coagulation) and inflammation. In summary,
since the Haemonchus contortus infection causes remarkable damage to the
intestine, sometimes generating inflammation process and blood loss of the

infected animals, the mentioned functions of these annotated genes make
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sense and might be studied under an integrated immunological response
viewpoint.

The SUCLGT (Succinate-CoA Ligase, Alpha Subunit) gene at
chromosome 11 is not directly connected with infection such as those
mentioned on chromosome 6. However, Ostergaard (2008) commented that
some SUCLG1 mutations results in a somewhat less form of succinate-CoA
ligase deficiency that is characterized by very weak muscle tone (hypotonia)
and uncontrolled movements, which sometimes are symptoms provided by
severe Haemonchus contortus infections.

For two significant SNPs (at chromosomes 4 and 17) there were no
annotated genes within the considered region. Thus, other studies involving
gene mapping and primer identification must be realized in order to infer about
some possible new genes that can be annotated in the future on this region. For
other significant SNP at chromosomes 17, the LRAT gene was identified.
However, this gene is not related with immunological process that can be
associated with resistance to Haemonchus contortus. Zolfaghari et al. (2012)
reported that LRAT has influence on photoreceptor cells and concentration of

retinal. In summary, it can be classified as a retinoid homeostatic gene.

Second Challenge Annotated Genes
The FSD1L (Fibronectin Type Il And SPRY Domain Containing 1-Like)

gene located at chromosome 8 mediates a wide variety of cellular interactions
and plays important roles in cell adhesion, migration and differentiation, which
are commonly associated with immune response process. Furthermore,
according to Pankov and Yamada (2002) the interaction of fibronectin with fibrin
is involved in macrophage clearance and circulation after trauma or in
inflammation. In general, the association of Fibronectin with immune regulation
has been reported in the literature for a long time. For example, Stecher et al.
(1986) suggested the influence of fibronectin on acute and chronic inflammation
process; and Jalkanen and Jalkanent (1992) reported actions of fibronectin on
lymphocyte CD44 cells by using ELISA assays.
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According to Mercuri et al. (2003), the FKTN (Fukutin-Related Protein)
gene that is also located at chromosome 8, present some mutations (identified
through immunolabeling studies) related with severe weakness and inability to
stand unsupported muscle power, contractures and loss of functional abilities.
Similarly to SUCLG17 gene identified in the first challenge, these muscular
disorders might be related with symptoms provided by severe Haemonchus
contortus infections.

For two significant SNPs (at chromosomes 8 and 24) there were no
annotated genes within the considered region. Thus, the same implications
related to the validation of these new regions must be also considered here.
Although the FAM78B, SLC44A1 and ZDHHC14 genes have been identified
within significant SNP regions, the roles of these genes are no direct associated
with possible immune or physiological expression front of Haemonchus
contortus infection. In summary, FAM78B gene is correlated to chronic kidney
disease; SLC44A1 is related to postural orthostatic tachycardia syndrome; and

SLC44A1 has been associated with biphenotypic and acute myeloid leukemia.

Implications and Future Research

The SNP derived gene function annotation that was used in the present
study identified candidate genes and their role in the resistance for
Haemonchus contortus. However, a complementary study associated with the
validation of GWAS candidate genes, like expression analyses, re-sequencing
of genes, and haplotype blocks, may be considered in the future. Initially, we
may propose a quantitative real-time PCR (qPCR) under contrasting groups of
animals that are genetically different (low and high resistance). These groups
can be selected by means of the predicted breeding values for FEC. Other
methods to validate or refine the identified candidate genes in future studies can
be done directly by a re-sequencing approach. The advent of next-generation
sequencing (NGS), and the highly decreased whole-genome sequencing
associated costs, allow us to sequence specific genome regions (related to
genes of interest) of a few contrasting individuals and to access, for example,

by alignment algorithms, causal polymorphisms underlying these regions.
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ANEXOS

Input do SAS - grupo contemporaneo (OPG, EOSI e VG)

PROC IMPORT OUT= WORK.GCtemp
DATAFILE= "C:\Users\Joahsy\Desktop\GCtemp\GCtemp.x1ls"
DBMS=EXCEL2000 REPLACE;
SHEET="Plan2s$";
GETNAMES=YES;
RUN;

DATA GCtemp;
INPUT nanim sex pere mere nnat$ dnais index dose period band$
dateinf statut date OPG VG EOSI AGEfenot ageinf?2;

PROC MEANS DATA = GCtemp;
VAR OPG VG EOSI;

PROC PRINT;

RUN;

DATA b; SET GCtemp;
trait = OPG;
numero=1;
idade=agefenot;
idade2=ageinf2;

RUN;

proc sort; BY nanim;

RUN;

DATA c; SET GCtemp;
trait = VG;
numero=2;
idade=agefenot;
idade2=ageinf2;

RUN;

proc sort; BY nanim;

RUN;

DATA d; SET GCtemp;
trait = EOSI;
numero=3;
idade=agefenot;
idade2=ageinf2;

run;

proc sort; BY nanim;

RUN;

DATA junta; SET b c d; BY nanim;
RUN;

DATA GC; SET junta;
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RUN;
PROC
RUN;
PROC
RUN;

DATA

RUN;
PROC
RUN;
PROC
RUN;

DATA
PROC
RUN;

PROC

RUN;

DATA

PROC
RUN;

DATA

RUN;
PROC
RUN;
PROC
RUN;

DATA

RUN;

PROC
RUN;

DATA
PROC
RUN;

DATA

grc=compress (sex| | statut| |band) ;
PRINT;

SORT; BY nanim;

exclui; SET GC;

IF OPG = -123456789 THEN delete;
IF VG = -123456789 THEN delete;
IF OPG = -123456789 THEN delete;
PRINT;

SORT; BY nanim;

excluil; SET exclui;
SORT nodupkey; BY nanim;

MEANS DATA=excluil;

CLASS grc;

VAR nanim;

OUTPUT OUT=x3 N=num MEAN=manim;

GCl; SET x3;

IF num<4 THEN DELETE;
IF num>173 THEN DELETE;
PRINT;

GCl; SET GC1;
DROP type  freq num;

SORT DATA=GC; BY grc;

SORT DATA=GCl; BY grc;

juntos; MERGE GC (in=a) GC1l (in=b); BY grc;

IF a;
IF b;

SORT; BY nanim;

renum; SET GC1;
SORT nodupkey; BY grc;

renuml; SET renum;
grcl+l;
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KEEP grcl grc;

RUN;
PROC SORT DATA=juntos; BY grc;
RUN;
PROC SORT DATA=renuml; BY grc;
RUN;

DATA juntosl; MERGE juntos renuml; BY grc;

num = 1;
RUN;
PROC SORT; BY nanim;
RUN;

PROC SUMMARY DATA=juntosl; BY nanim;

VAR OPG; OUTPUT OUT = seila MEAN = media;
RUN;

DATA hoi; MERGE juntosl seila; BY nanim;
IF FREQ <3 THEN DELETE; run;

DATA final; SET hoi;

IF trait = -123456789 THEN DELETE;
RUN;

DATA FINALE;SET final; FILE
'C:\Users\Joahsy\Desktop\GCtemp\dados Jo multi teste.dat';
PUT numero nanim 8.-r +1 sex 1. -r +1 pere 8.-r +1 mere 8.-r +1 dnais

5.-r +1 date 5.-r +1 grc 7. -r +1 trait 11.-r +1 idade 3. -r +1 idade2
4.-r +1;
RUN;

83



Input do WOMBAT - modelo de repetibilidade (OPG, EOSI e VG)

COM teste
PED ped.txt
DAT dados_Jo_ OPG. txt
number
animal
pere
mere
period
gc
subject
OPG
agefenot
ageinf2
end
ANA UNI
MODEL
FIX period
FIX gc
RAN animal NRM
RAN subject IDE
COV agefenot (2, POL)
COV ageinf2(2,POL)
TR OPG
END
VAR animal 1
10
VAR subject 1
10
VAR error 1
10

COM teste
PED ped.txt
DAT dados_Jo_ EOSI. txt
number
animal
pere
mere
period
gc
subject
EOSI
agefenot
ageinf2
end
ANA UNI
MODEL
FIX period
FIX gc
RAN animal NRM
RAN subject IDE
COV agefenot (2, POL)
COV ageinf2(2,POL)
TR EOSI
END
VAR animal 1
10
VAR subiject 1
10
VAR error 1
10

COM teste
PED ped.txt
DAT dados_Jo_VG. txt
number
animal
pere
mere
period
gc
subject
VG
agefenot
ageinf2
end
ANA UNI
MODEL
FIX period
FIX gc
RAN animal NRM
RAN subject IDE
COV agefenot (2, POL)
COV ageinf2 (2,POL)
TR VG
END
VAR animal 1
10
VAR subject 1
10
VAR error 1
10

84




Input do WOMBAT - modelo de regressao aleatéria (OPG, EOSI

e VG)
COM teste COM teste COM teste
ANA RR ANA RR ANA RR

PEDS ped. txt
DATA dados_Jo_OPG. txt

number

animal

pere

mere

period

gc

subject

OPG

agefenot

ageinf2

END
MODEL

FIX period
FIX gc
COV agefenot(2,leq)
COV ageinf2(2,1leq)
RRC agefenot
RAN animal(2,leg) nrm
RAN subject(2,1leq)

trait OPG
END MOD
VAR animal 2 1

4500

800

300
VAR subject 2 2

1500

10

100
VAR residual 1 HOM

100

PEDS ped. txt
DATA dados_Jo_EOSI. txt
number
animal
pere
mere
period
gc
subject
EOSI
agefenot
ageinf2
END
MODEL
FIX period
FIX gc
COV agefenot(2,leq)
COV ageinf2(2,1leq)
RRC agefenot
RAN animal (2,legq)
RAN subject(2,1leq)
trait EOSI

nrm

END MOD
VAR animal 2 1
4500
800
300
VAR subject 2 2
1500
10
100
VAR residual 1 HOM
100

PEDS ped. txt
DATA dados_Jo_VG. txt
number
animal
pere
mere
period
gc
subject
VG
agefenot
ageinf2
END
MODEL
FIX period
FIX gc
COV agefenot(2,leq)
COV ageinf2(2,1leq)
RRC agefenot
RAN animal(2,leg) nrm
RAN subject(2,1leq)
trait VG
END MOD
VAR animal 2 1
4500
800
300
VAR subject 2 2
1500
10
100
VAR residual 1 HOM
100
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Input do R - GWAS utilizando o pacote rrBLUP (OPG)

#i#HH reading original "link" data #HHHEHIHHHE
link=read.csv("link between genotypes and phenotypes.csv",sep=";", h=T)
link1=link[,c(1,4)]

colnames(link1)=c("id","ID")

##### reading phenotypic data reported by Jo:dados_Jo_OPG.dat ####HHHHHHH#
phen=data.frame(read.table("dados_Jo_OPG.dat")[,-1])

colnames(phen)=c("id", "sire", "dam", "period", "cg", "id1", "opg", "coltime", "age")

## selecting only data from period 2
phen <- phen[ which(phen$period== 2), ]

# pre-correction of the phenotypes for systematics(fixed) effects
ystar=mean(phen$opg) + Im(opg~factor(cg)+factor(coltime)+age, data=phen)$residuals
phen1=data.frame(phen$id,ystar)

colnames(phen1)=c("id","ystar")

# since we've repeated values over time by Ids, we take the mean by ID (each ID has now only
one value)

phen2=aggregate( ystar ~ id, data=phen1, mean)

## The original genotypic data (TYP_Caprin_3SR.csv) it was read at

##file Program_reading_original_genotype_data and saved as geno_FINAL_Jo.txt

##H### reading genotypic data:geno FINAL_Jo.txt #HHEHHHHHHHH
gen=read.table("geno_FINAL_Jo.txt",h=T)
gen_id=merge(link1,gen,by=intersect("ID","ID"))
gen_id1=gen_id[,-1]
gen_id2=merge(phen2,gen_id1,by=intersect("id","id"))
gen_id3=gen_id2[,-(1:2)]
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gen_id3=as.matrix(gen_id3)

gen_id3[gen_id3==0]<--1
gen_id3[gen_id3==1]<-0
gen_id3[gen_id3==2]<-1

gen_id4=t(gen_id3)
dim(gen_id4)
colnames(gen_id4)=gen_id2[,1]
gen_id4[1:3,1:4]

#iHHreadind SNP name filef##HHHHHHERHET

snp_name= read.table("carte_280715.st", header=T, sep=",")
head(snp_name)

dim(snp_name)

snp_name1= data.frame(snp_namel[,-c(1,4)])

colnames(snp_name1)=c("marker", "chrom","pos")

head(snp_name1)

gen_id5=matrix(rownames(gen_id4))
gen_id5=as.data.frame(gen_id5)

colnames(gen_id5) = c("marker")
gen_id6=cbind(gen_id5,gen_id4)
rownames(gen_id6)=NULL

gen_id6[1:3,1:4]

gen_id7=merge(snp_name1,gen_id6, by=intersect("marker","
dim(gen_id7)

marker"))

snp_name?2 = data.frame(gen_id7[,1:3])
dim(snp_name2)

head(snp_name2)
phen_id5=data.frame(gen_id2[,(1:2)])

dim(phen_id5)
head(phen_id5)
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##HH#Gwas using the function GWAS of rrBLUP package os R software###
library(rrBLUP)

result_opg=GWAS(phen_id5,gen_id7,plot=TRUE)
threshold<-4.0
abline(h=threshold,lwd=1.1,col="black")

result_opg1=cbind(snp_name2,result_opg$ystar)

result_opg2=result_opg1[order(result_opg1[ ,4], decreasing =TRUE), ]

## ordered SNPs according to significance are saved at file results_opg_2p.xls

## significant SNPs are highlighted in yellow in this .xIs file

write.table(result_opg2, file="results_opg_2p.txt", col.names=T, row.names=F, quote=F)
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