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SALMO 23

1 O SENHOR ¢ o meu pastor, nada me faltara.
2 Deitar-me faz em verdes pastos, guia-me mansamente a aguas
tranqjiilas.

3 Refrigera a minha alma; guia-me pelas veredas da justica, por amor do
seu nome.

4 Ainda que eu andasse pelo vale da sombra da morte, ndo temeria mal
algum, porque tu estds comigo; a tua vara e o teu cajado me consolam.

5 Preparas uma mesa perante mim na presenca dos meus inimigos,
unges a minha cabeca com 6leo, o meu célice transborda.

6 Certamente que a bondade e a misericordia me seguirdo todos os dias

da minha vida; e habitarei na casa do Senhor por longos dias.

Salmo de Davi, Biblia Sagrada, versdo Almeida corrigida e revisada.
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mesmo assim eu me alegrarei no SENHOR e louvarei a Deus, o meu Salvador.

O SENHOR Deus ¢ a minha forca. Ele torna o meu andar firme como de uma corsa e

me leva para as montanhas, onde estarei seguro.

(Biblia Sagrada, Antigo Testamento, Livro de Habacuque Capitulo 3 versiculos 17, 18 ¢

19; Versao: Nova traducao na linguagem de hoje)
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RESUMO

O conhecimento da variabilidade genética existente em ragas locais de animais
zootécnicos ¢ importante para a conservacdo do patrimoénio genético e para
programas de melhoramento animal. O objetivo geral deste trabalho foi analisar a
diversidade e a variabilidade genética do ovino Crioulo Lanado brasileiro por meio
de marcadores genéticos do tipo RAPD e SSRs. As amostras analisadas
representaram o rebanho de conservacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - EMBRAPA, bem como as populagdes de ovinos crioulos existentes
na area de ocorréncia. Os resultados indicaram que a variabilidade genética total da
raca Fronteira e do ecotipo Serrana ndo estd representada no rebanho de conservagao
da EMBRAPA nem nos demais rebanhos amostrados. Os animais mantidos pela
EMBRAPA apresentaram mais introgressdo de Corriedale que os da populagdo

externa. Em todas as andlises o ecotipo Zebua foi o mais dissimilar entre os crioulos.
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ABSTRACT

The knowledge of the existing genetic variability in local breeds of livestock is
important for the conservation genetics and for programs of animal breeding. The
general objective of this research was to analyze the diversity and the genetic
variability of Brazilian Creole Wool Sheep raised in the Southearn region of the
country through the utilization of molecular markers (RAPD and STR). The
analyzed samples represented the conservation nucleus belonging to Brazilian
Agricultural Research Corporation - EMBRAPA as well as others flocks present in
the region. The results indicated that the total genetic variability of the Fronteira
breed and the ecotype Serrana is not represented in the EMBRAPA’s flock nor in the
others sampled flocks. The animals kept by EMBRAPA presented a higher
introgression of Corriedale than that of the external population. In all analyses the

Zebua ecotype was the most dissimilar among the Creoles.
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INTRODUCAO GERAL

1. Origem da espécie ovina doméstica

O género Ovis agrupa varias espécies, incluindo aquelas ndo domesticadas
como o muflon (Ovis musimom), o urial (Ovis vignei bochariense) e o argali (Ovis
ammon nigrimontana, O. a. collium). Variedades do muflon sdo encontradas atualmente
nas ilhas de Corsega, Sardenha e na Asia (musimom oriental). O urial esta difundido
desde o Mar Caspio até o Himalaia e o argali encontra-se nas regides montanhosas da
Asia Central (Mufioz, 2003). Os ovinos domésticos pertencem & espécie Ovis aries que
esta distribuida em rebanhos por todo o mundo, sendo que a maior concentracao destes
¢ encontrada em regides geograficas com extremos de temperatura (Siqueira, 2001).

A origem e a relagao filogenética dos ovinos domésticos foi investigada a partir
do DNA mitocondrial — mtDNA, incluindo cinco racas da Europa, quatro da Asia, uma
da Africa e alguns muflén, urial e argali. A comparagdo das seqiiéncias do mtDNA
mostrou que ovinos domésticos europeus e asiaticos sao diferentes. Os dados
corroboram a hipotese que parte dos ovinos domésticos modernos € o muflon europeu
tém ancestral comum, e evidenciou um ancestral silvestre adicional ndo pertencente ao
argali nem ao urial, ainda nao identificado (Hiendleder et al., 1998).

De acordo com evidéncias arqueologicas, a domesticagdo dos ovinos iniciou no
periodo Neolitico, ha 10.000 anos, na regido do Crescente Fértil no sudeste da Asia
(Ryder & Stephenson, 1968). Conjuntos de animais diferenciados surgiram ao longo do
tempo em conseqliéncia de efeitos do meio ambiente (clima, solo, altitude, relevo, tipo
de pasto, entre outros), do sistema de manejo adotado e, sobretudo, pela selegdo de
caracteres de interesse zootécnico (Guo et al., 2005). Conjuntos de animais de fazenda
com caracteristicas morfologicas definidas para producdo de carne, leite, couro, entre

outros produtos sdo denominados, pelos criadores, e aceitos como ragas.
2. Conceito de raca
O termo raga tem distintos significados nas diversas areas do conhecimento,

como a biologia, a zootecnia e a sociologia. Em decorréncia disto, torna-se necessario

fazer a distin¢ao da utilizagao do termo.
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Em biologia “raca” tem diversas conceituagdes. De acordo com Mayr (1977)
raca ¢ um grupo taxondmico, subdivisdo de uma espécie que geralmente surge como
conseqiiéncia de isolamento geografico. Ainda em biologia, ¢ definido como um grupo
reconhecidamente formado por todos de uma espécie monotipica ou parte de uma
politipica que difere em caracteristicas biologicas, mas ndo difere, ou difere pouco, em
caracteristicas morfologicas. Para Futuyma (1998), raca ¢, de fato, um termo mal
definido e ¢ utilizado para um conjunto de popula¢des ocupando uma regido particular
que difere em uma ou mais caracteristicas das populagdes de outras regides,
freqlientemente equivalente a subespécie. Raga pode ser ainda definida como uma
populacao circunscrita, com acentuada diferenciacio genética.

Na zootecnia, o conceito mais utilizado de raga refere-se ao conjunto de animais
com caracteristicas morfologicas comuns, agrupados em func¢ao da sua aptiddo
produtiva (13, carne, leite ou pele), area geografica de exploragdo e da situagdo sécio-
econdmica (Santiago, 1975). Portanto, refere-se aos animais domésticos que pela
selecdo e cruzamentos passam a ter similaridades, as quais sdao transmitidas
uniformemente para sua descendéncia.

A Food and Agriculture Organization-FAO define raga como um grupo de
gado com caracteristicas externas definidas ou identificaveis, que se distinguem
morfologicamente de outros grupos da mesma espécie; ou um grupo para o qual houve
separacao geografica e/ou cultural de outros fenotipicamente similares, tendo sido aceita
sua identidade separadamente. Dessa forma, as ragas zootécnicas sdo produto da
evolucdo e adaptacdo a pressdes de selecao impostas pelo clima, parasitas endémicos,
doengas, alimentacdo e critérios impostos pelo homem (Mariante & Egito, 2002).

O termo ecotipo, citado no presente trabalho, ¢ utilizado em zootecnia como
uma subdivisao de raca, sindbnimo de variedade — que ¢ um termo mais utilizado para
conjuntos vegetais. A expectativa ¢ que ecOtipos déem origem a racas zootécnicas,
desde que cruzamentos sejam evitados entre eles e que o padrdo seja devidamente

estabelecido pelos criadores.

3. Ovino Crioulo Lanado brasileiro: origem e caracteristicas

No Brasil, os ovinos sdo divididos em dois grandes agrupamentos: os lanados
e os deslanados. As criagdes de ovinos lanados estdo, principalmente, concentradas no

Sul do pais enquanto que os deslanados, no Nordeste. Dentre os ovinos lanados
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brasileiros estdo os crioulos, que sdo animais descendentes daqueles introduzidos pelos

colonizadores portugueses logo apds o descobrimento (Mariante & Cavalcante, 2000).

A origem do Ovino Crioulo Lanado-OCL ¢ controversa. Parece ter
descendéncia na raca espanhola Churra ou na raca portuguesa Churra Bordaleira
(Primo, 2000; Vaz, 1993). Estudos com polimorfismo sangiiineo indicaram
proximidade com a raga espanhola Lacha (Primo, 2000). Para outros, os OCL sdo
resultado de cruzamentos desordenados de racas oriundas de diferentes procedéncias

(Costa, 1922).

Os OCL vieram da Peninsula Ibérica, no século XVII, para o Estado do Rio
Grande do Sul trazidos pelos jesuitas (Vaz et al., 1999). Ao longo das geracdes, ocorreu
uma diferenciagdo fenotipica e adaptagdo as condi¢des edafoclimaticas da regido Sul do
pais. Estes animais passaram, entdo, a ser conhecidos como “crioulos”. A morfologia
descrita por Burfening e Chavez (1996) para a raca Criolla encontrada no Peru ¢
semelhante aquela descrita para o ovino crioulo lanado brasileiro — raga Fronteira.

A partir da anélise do DNA mitocondrial — mtDNA foram observados cinco
haplétipos compartilhados entre a raga Fronteira e a ovelha crioula do México,
sugerindo a origem comum dos ovinos lanados da América Latina. Ainda nessa
pesquisa, foi identificado um haplogrupo comum entre racas crioulas lanadas da
América do Sul (Paiva (2005). At¢ o momento, ndo sdo conhecidos os haplotipos das
ragas ibéricas das quais descendem as ragas crioulas latinas.

Com base na morfologia, os OCL foram agrupados em quatro ecotipos
distintos: Fronteira, Serrana, Zebua e Comum (Vaz et al., 1999). Dentre esses, Fronteira
(Figura A) e Serrana (Figura B) sdo os mais difundidos, hoje, entre os criadores. O
ecotipo Fronteira, como o nome sugere, predomina na regido fronteira do Brasil com a
Argentina e o Uruguai. Em geral, os animais sdo criados extensivamente, acasalam-se
em ¢€pocas controladas e sdo criados especialmente para produgdo de carne e 13. Em
2001, o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento reconheceu oficialmente,
pela Portaria n° 38 de 10 de janeiro de 2001, o ecétipo Fronteira como raca. O ecdtipo
Serrana predomina na regido norte do Rio Grande do Sul e Planalto Catarinense. Os
rebanhos sdo criados em regime semi-intensivo a intensivo, sem controle de

acasalamento, e destinam-se a exploracao de carne, 12 e pelego.

O ecotipo Zebua (Figura C) e o Comum (Figura D) ndo sdo encontrados ha,

pelo menos, quatro décadas no Rio Grande do Sul (Vaz, comunicagdo pessoal). O
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Zebua, conhecido, popularmente, como ovelha de Jaco, era encontrado principalmente
no Estado do Parand; tem porte maior que os outros tipos e apresenta orelhas grandes e
caidas. A 1a desse ecotipo tem mechas conicas com dois tipos de fibras: uma mais curta
e fina (chamada de lanilha) que fica sobre a pele, e outra mais longa observada como
cobertura. Foi introduzida no Mato Grosso do Sul por migrantes que hoje a criam em
pequenos rebanhos (Vaz, comunicagdo pessoal). A ovelha Comum, também
denominada ovelha Pé-duro, de presépio ou da Biblia, ficou conhecida no Rio Grande
do Sul como Ovelha Ordinaria, em funcdo das caracteristicas da sua Ia.
Comparativamente aos outros ecétipos, tém porte menor e algumas apresentam um
apéndice submandibular. Sua 13, de coloracdo branca, ¢ explorada para atividades
artesanais. E raramente encontrada, menos que meia dizia de animais foram
localizados, alguns anos atras, no Estado do Parané (Vaz, comunicacao pessoal).

Esses ovinos passaram por uma redu¢do do efetivo populacional, principalmente
em decorréncia da substituicdo por ragas especializadas na produ¢do de carne e 13, e
pelo cruzamento com outras ragas. A despeito da possivel extingdo dos OCL, a Embrapa
Pecuaria Sul iniciou em 1983 sua conservagao com o objetivo de:

*Conservar "in e ex situ” o ovino crioulo lanado e manter sua variabilidade

genética;

*Incentivar a criacdo do ovino crioulo lanado, em propriedades particulares,

procurando meios para promover a parceria, entre a Embrapa e os criadores, €

=Avaliar o potencial produtivo mediante a obtengdo de parametros de
desempenho fenotipicos e genéticos.

A conservacdo do patrimdnio genético de racas adaptadas deu-se inicialmente
em paises desenvolvidos e se estabeleceu posteriormente em paises em
desenvolvimento, a exemplo do Brasil. A conservacdo dos recursos genéticos de
animais de interesse zootécnico significa manejar o gado para uso humano, podendo
produzir beneficio sustentdvel para a geracdo de hoje e manter seu potencial para as
necessidades e aspiragdes futuras (Bodo, 1989). Esse processo pode ser in situ, o qual
consiste de animais vivos no ambiente natural ou ex situ, no qual o material genético ¢
mantido criopreservado (Bodo, 1989).

Os objetivos da conservacdo de recursos genéticos animais sdo basicamente
(Bodo, 1989):

buscar oportunidades de alimentagdo para atender uma demanda de mercado atual

e/ou futura;
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buscar resguardar a seguranca alimentar em funcdo de mudancas que poderdo
ocorrer nos sistemas de producao vigentes;

utilizar os recursos genéticos como oportunidade de pesquisa;

utilizar os recursos genéticos com potencial sdcio-econdmico, €

valorar os recursos genéticos quanto aos aspectos historico-cultural e ecologico.
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Figuras A, B, C e D. Aspectos morfologicos do ovino crioulo lanado: A— Fronteira; B— Serrana; C— Zebua; D- Comum.
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Justificativa

JUSTIFICATIVA

Por que conservar e caracterizar o ovino Crioulo Lanado brasileiro ?

A conservagao de ragas de interesse zootécnico em risco de extingdo ¢ indicada
quando estas apresentam caracteristicas sociais, produtivas € econdmicas vidveis que
justifiquem sua criagdao. No caso dos OCL, estes critérios sao atendidos.

Os OCL tém despertado o interesse de criadores e pesquisadores por uma série
de caracteristicas que os destacam quando comparados com outras racas de ovinos.
Dentre estas caracteristicas, podem ser citadas a tolerancia a verminoses (Bricarello et
al., 1997, 1999a, 1999b, 1999c) assim como a ectoparasitas, em especial carrapatos,
segundo observacdes dos criadores. A prolificidade destes ovinos também chama a
aten¢do. As fémeas costumam ter duas gestagdes por ano e ¢ comum darem duas crias
em, pelo menos, um dos partos. Outras caracteristicas observadas sao habilidade
materna, adaptabilidade — que inclui capacidade de sobrevivéncia em periodos de
inverno rigoroso, facilidade de manejo e couro altamente resistente. Com relagdo aos
produtos do OCL, embora ndo sejam ainda explorados industrialmente, mas em carater
artesanal, a 13 apresenta cores variadas € maior comprimento do velo, o que tem
despertado grande interesse na tecelagem para confec¢ao de agasalhos, tapetes, mantas,
entre outros, através da Cooperativa de Tecelds, Bagé/RS. A carne também ¢ consumida
e comercializada localmente. A pele, analisada industrialmente, em escala experimental,
tem sido classificada de qualidade superior a de outras ragas quanto a maciez,
elasticidade e resisténcia. A qualidade diferenciada para a pele € como napa vestuario.

A criacdo desses animais ¢ relevante para a melhoria social e economica de
pequenas comunidades, envolvendo o resgate de culturas em extingdo, como a
tecelagem manual, em especial no Estado do Rio Grande do Sul. Nessas comunidades
membros da familia participam em diversas etapas do ciclo produtivo, desde a criagao,
manipulagdo do couro, bem como, no processamento e utilizagdo da 1a.

Porém, ndo ¢ possivel manejar e conservar apropriadamente o que nao se
conhece (Simianer & Meyer, 2003). Considerando que o OCL é um recurso genético e
fonte de proteina animal, faz-se necessdrio conhecer a diversidade genética das
populagdes ainda existentes no Brasil. Esse conhecimento ¢ fundamental para auxiliar o

desenvolvimento de estratégias apropriadas e eficientes destinadas a conservacdo de
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Justificativa

animais representativos da raca, a coleta e criopreservacao do germoplasma, bem como
a utilizacdo em programas de melhoramento genético.

Em decorréncia de sua importancia econdmica e social para a regidao Sul do
Brasil, a conservacgao e caracterizacdo do OCL estdo incluidas nos objetivos e metas do
Plano Diretor da Embrapa Pecuéria Sul (Bagé-RS). Por outro lado, a caracterizacdo
molecular dos recursos genéticos animais foi priorizada pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, local onde a parte experimental da presente tese
foi desenvolvida.

A fim de verificar se os ecOtipos constituem grupos genéticos distintos e
esclarecer a possivel introgressdo genética da raga Corriedale — ragca comercial mais
difundida entre os criadores de ovinos do Sul do pais, fez-se necessario uma abordagem
molecular por meio de marcadores genéticos. Pretendeu-se, ainda, avaliar a
variabilidade genética do rebanho de conservacdo, o qual contempla apenas a raca
Fronteira e o ecotipo Serrana, compara-lo com a populacdo de crioulos externa e
verificar a relacdo genética com o ecotipo Zebua, nao incluido ainda no programa de

conservacao da EMBRAPA.

Marcadores genéticos

Marcadores genéticos sao regides do genoma, locos, que podem apresentar
variagdo tanto intra como inter especifica. Antes do desenvolvimento da genética
molecular os marcadores genéticos conhecidos eram produtos protéicos e/ou
enzimaticos de regides codificadoras e, portanto, uma subestimativa da diversidade.
Com o desenvolvimento da genética molecular e, especialmente, com a introducao da
técnica da reacao em cadeia da polimerase — PCR (Polymerase Chain Reaction) na
década de 80 (Saiki et al., 1985), foi possivel o acesso a informagdes de todo o genoma.
O método consiste na amplificacdo de seqiliéncias especificas de DNA, as quais sdo
definidas por seqiiéncias curtas flanqueadoras a seqiliéncia de interesse — denominadas
iniciadores.

O desenvolvimento da técnica de RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA
(Williams et al., 1990), também denominada AP-PCR (Amplified Polymorphism -
Polymerase Chain Reaction), possibilitou a amplificagdo de fragmentos ao acaso no
genoma. Essa técnica tem sido utilizada como uma primeira abordagem da variabilidade

genética, incluindo ragas naturalizadas brasileiras. Isto porque ¢ uma analise rapida e
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Justificativa

ndo depende do conhecimento prévio de regides gendmicas polimorficas na raga alvo ou
em espécies proximas.

O desenvolvimento da biotecnologia tornou possivel o seqiienciamento do
genoma completo de diversas espécies e melhorou o acesso a regides gendOmicas
especificas e a avaliacdo da variabilidade genética. Nos ultimos anos, os microssatélites
autossomicos tém sido os marcadores genéticos mais utilizados para acessar a
diversidade genética em diversas espécies (Ollivier & Foulley, 2005; Tapio et al., 2005;
Martinez et al., 2007a; Martinez et al., 2007b; Martinez et al., 2007c; Sun, 2007;
Rongquing et al., 2007; Rongquing et al., 2007a; Megens et al., 2008). Em pesquisas
sobre a diversidade de espécies de interesse zootécnico os marcadores microssatélites

foram utilizados em 90% dos casos (Baumung et al., 2004).
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Introducdo Geral - Referéncias

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta pesquisa foi caracterizar a diversidade e estrutura genética

do ovino Crioulo Lanado brasileiro visando responder aos seguintes questionamentos

basicos:

l.

Os animais mantidos no rebanho de conservagdo representam toda a
variabilidade genética do ovino Crioulo Lanado brasileiro?
Ha diferenga genética significativa entre os ecotipos do OCL do Brasil?

Ha introgressao da raga Corriedale na populagao de OCL?

Buscando responder a esses questionamentos, foram tracados como objetivos

especificos:

a. Avaliar a variabilidade genética do rebanho de conservagdo do OCL da
EMBRAPA;

b. Verificar a ocorréncia de heterogeneidade genética entre os ovinos crioulos,

representados no rebanho de conservagdo, com a raga Corriedale, e

c. Propor, se for o caso, estratégias para a melhoria no manejo do rebanho de

conservacao.

A presente tese foi elaborada em trés capitulos:

Capitulo 1:

Capitulo 2:

Capitulo 3:

Caracterizag@o genética do rebanho de conservagao “in sifu” do ovino
crioulo lanado da Embrapa Pecudria Sul, avaliada por marcadores genéticos
do tipo RAPD.

Avaliagdo da variabilidade genética do rebanho de conservagdo “in situ” do
ovino crioulo lanado da Embrapa Pecudria Sul e introgressdo genética da
raga Corriedale, utilizando marcadores genéticos autossomicos do tipo
microssatélites.

Divergéncias e similaridades genéticas entre o ovino crioulo lanado
brasileiro — Fronteira, Serrana ¢ Zebua — e a raga Corriedale.
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Capitulo I - Caracteriza¢do genética do rebanho de conservacao por RAPD

CAPITULO I

Caracterizacio genética do rebanho de conservacao “in situ”do
ovino crioulo lanado da Embrapa Pecuaria Sul, avaliada por
marcadores genéticos do tipo RAPD
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Capitulo I - Caracteriza¢do genética do rebanho de conservacao por RAPD

1. INTRODUCAO

Em 1983, a Embrapa Pecuaria Sul iniciou o programa de conservagao “in situ”
do ovino Crioulo Lanado brasileiro (OCL). Essa iniciativa foi incentivada pelo rapido
declinio do numero de criadores desses animais, o que poderia ter culminado com a
extingdo dos mesmos, além do interesse da Embrapa em utilizar suas caracteristicas em
melhoramento genético. Para tanto, foi formado aquela época um rebanho de
conservagdo com 36 animais do ecdtipo Fronteira; posteriormente, em 1991, foram
incluidos animais do ecétipo Serrana.

Até o momento ndo tinha sido avaliada a estrutura genética desse rebanho em
termos de variabilidade e estruturagdo genética. Uma maneira relativamente simples e
rapida de se realizar essa avaliacdo ¢ com o uso da técnica de Random Amplified
Polymorphic DNA — RAPD (Andersen e cols, 1991).

A técnica de RAPD foi utilizada para avaliar a distancia genética entre as
espécies bovina, bubalina, ovina e caprina (Bos indicus, Bubalis bubalis, Ovis airies e
Capra hircus, respectivamente) (Appa Rao et al, 1996), para verificar a estrutura
genética de populacdes (Lynch & Milligan, 1994), caracterizar racas de bovinos
(Rangel et al., 2004), verificar diversidade genética entre racas de bufalos (Albuquerque
et al., 2000; Gwakisa, 2002), comparar ragas de eqiiinos (Apostolidis et al., 2001),
caracterizar populacdes de eqiiinos (Fuck et al., 2003), diferenciar subpopulagdes de
caprinos (Oliveira, 2003) e subespécies de suinos (Gimenez et al., 2003). Ainda, em
animais de interesse econdmico foi determinada a estrutura genética de ragas caprinas
nativas da Corea (Chung ef al., 1998), a estrutura de populagdes em espécies de peixes
no Brasil (Paiva, 2001) e a distdncia genética em abelhas de trés paises da América
Latina (Oliveira ef al., 2004).

A relacdo genética entre racgas nativas de ovinos da China com ragas importadas,
por meio de RAPD, mostrou que os dados estavam de acordo com a historia das ragas e
sua localizacao (Yuanfang et al., 2002). A técnica de RAPD também foi sensivel para
detectar diferencas genéticas entre ragas nativas de ovinos do Egito e destas com ragas
comerciais (Ali, 2003); também, diferenga entre ragas ovinas da Tanzania (Stephen et
al., 2000) e variagcdo genética em bovinos e ovinos (Kantanen et al., 1995).

No Brasil, foi usada para avaliar a variabilidade genética em ragas naturalizadas
de varias espécies, incluindo bovinos (Serrano, 2001; Spritze et al., 2003), caprinos

(Oliveira, 2003), bufalos (Silva et al., 2003), eqiiinos (Martins, 1996; Fuck et al., 2003)
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e ovinos (Silvério e cols, 2003; Paiva et al., 2003; Paiva, 2005¢). Foi utilizada, também,
na caracterizagdo genética da raga Santa Inés, o maior efetivo de ovinos deslanados do
Brasil (Paiva et al., 2005a). Poucos trabalhos utilizaram a técnica de RAPD para analise

molecular da espécie ovina.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar, utilizando marcadores do tipo RAPD, a variabilidade genética do ovino
crioulo lanado mantido no rebanho de conservacdo da Embrapa Pecudria Sul, bem como

verificar a existéncia de subestruturagao nesse rebanho.

Objetivos especificos:
1. Avaliar o perfil de bandas RAPD polimérficas utilizando 12 iniciadores
aleatorios;
2. Estimar parametros de variabilidade genética por grupo de animais do rebanho:
porcentagem de locos polimorficos e heterozigose esperada;
3. Avaliar a ocorréncia de subestruturagdo genética no rebanho de conservagao
com base em:
AMOVA;
b. Teste exato para verificagdo de diferenciagdo populacional (Raymond &
Rousset, 1995);
c. Distancia genética (Nei, 1972);
d. Anadlise de coordenada principal (PCO).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Rebanho de conservacao

O rebanho de conservagao “in situ” de Ovinos Crioulos Lanados — OCL da
Embrapa Pecuéria Sul foi constituido a partir de 36 animais do ecotipo Fronteira que
foram divididos em seis grupos, denominados: A, B, C, D, E e F, visando auxiliar o
manejo reprodutivo. Foi introduzido, apds oito anos de formagao do rebanho, um sétimo
grupo (G) do ecotipo Serrana. Desde a formagdo do rebanho, as matrizes e suas
descendentes fémeas foram mantidas em seus grupos originais, com rotacdo de
reprodutores entre os grupos. Os reprodutores foram selecionados do proprio rebanho
ou adquiridos de outras propriedades.

O critério para selecdo dos reprodutores foi baseado no pedigree, padrao da raga
e parametros reprodutivos, tais como, libido e qualidade espermatica. Para as matrizes
foi considerado, além do padrao racial e performance dos pais, o nimero de

descendentes por ano e habilidade materna.

3.2 Amostragem, extracio e quantificacio de DNA

Para a amostragem do rebanho, foram selecionados aleatoriamente de cada
grupo A, B, C, D, E, F, e G o numero respectivo de animais: 38, 38, 36, 33, 26, 30 ¢ 23;
totalizando 224. O material bioldgico para a obtencdo do DNA foi o sangue total
coletado por venopunc¢do da jugular, em tubos Vacutainer® contendo EDTA a 10%
como anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm/10 min para
separagcdo dos componentes sanguineos e conservados a -20°C. O DNA gendmico foi
extraido dos leucocitos utilizando-se um protocolo inorganico com alta concentracao de
sal (NaCl 3M) adaptado de Miller et al. (1988), conforme protocolo em anexo (Anexo
1). A concentragdo do DNA foi estimada pela comparacdo de padroes de DNA de fago
A (lambda) nao digerido apos eletroforese em gel de agarose a 1%, coloragdo com
brometo de etideo (0,6 pg/ml) e visualizagdo sob luz ultravioleta. Foi realizada,
também, a leitura em espectrofotometro para verificar a pureza do DNA extraido. O
DNA obtido foi dividido em duas amostras armazenadas a -80°C, uma de trabalho e

outra para o Banco de DNA da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em

Brasilia-DF.
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3.3 Condicoes laboratoriais para analise do RAPD

Para a analise do RAPD foram utilizados 12 iniciadores compostos por 10 bases
de nucleotideos de seqiiéncia arbitraria da Operon Technologies (Alameda, CA, USA):
OPA 08,09, 11,12 e 17; OPB 05, 09, 12 ¢ 13; OPE12 ¢ 17 e OPK1. As reacdes de PCR
foram preparadas para um volume final de 13 pl, assim compostos: 20mM Tris-HCI
(pHS,4), 50mM KCI, 3,5mM MgCl,, 200uM de cada dNTP, 8% BSA 2,5mg/ml, 0,4uM
de iniciador, 1,5U Taq DNA polimerase (Gibco BRL) e 9ng de DNA. O programa de
amplificacdo utilizado foi: 40 ciclos de 15 min 94'C, 1 min 35°C e 1 min 72'C, seguidos
de 7 minutos a 72'C, com os termocicladores PTC-100 (MJResearch) e Primus (MWG-
Biotech). A visualizagdo e leitura foram realizadas apds eletroforese horizontal dos
fragmentos da PCR em gel de agarose 1,5% e coloracdo com brometo de etideo. Para
confirmar a repetibilidade das bandas polimorficas, as reagdes foram repetidas com cada
iniciador e os resultados gerados para cada grupo foram resultado da mesma PCR e

corrida eletroforética.

3.4 Analise Estatistica

Para as andlises estatisticas, os grupos nos quais estdo divididos os animais do
rebanho de conservagao foram considerados populacdes.

Cada banda RAPD foi considerada com um loco dominante, sendo que a
ocorréncia de polimorfismos foi avaliada pela presenca (1) ou auséncia (0) da banda. A
diversidade intra-grupo foi estimada, considerando que os grupos estivessem em
equilibrio de Hardy-Weinberg, pela propor¢do de locos polimoérficos e pela

porcentagem de bandas exclusivas.

Os dados das bandas RAPD foram usados para calcular a variancia,
diferenciagdo e a distancia genética entre os grupos. Para avaliar a diferenciagao
populacional foi utilizada a andlise da varidncia molecular AMOVA (Excoffier ef al.,
2000) e o teste exato de diferenciacdo populacional, de acordo com o proposto por
Raymond & Rousset (1995), utilizando 1000 passos de desmemorizagao. A distancia
genética foi estimada pelo método de Nei (1972). Essas andlises foram realizadas

utilizando-se o programa Arlequin 2.0 (Schneider ef al., 2000).

Para a visualizagdo grafica do relacionamento genético entre os grupos foi
utilizada a andlise de coordenada principal (PCO) com os dados da matriz de distancia

genética de Nei (1972). A analise de PCO foi realizada com o programa NTSYS
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(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) versao 2.0 (Rohlf, 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos 12 iniciadores RAPD possibilitou a identificagdo de 47 bandas
polimorficas (Tabela 1.1). Das bandas observadas, apenas uma (banda 3) ocorreu em
todos os grupos de Fronteira e ndo foi encontrada na Serrana. E provavel que esta seja
uma banda diagnoéstica, a qual poderad permitir a diferenciacdo da raca Fronteira com o
ecoOtipo Serrana; sendo necessario, para confirmagao, a avaliagdo com um niimero maior
de marcadores.

A porcentagem de locos polimorficos (Tabela 1.1) foi estimada em mais de 80%
para todos os grupos, exceto para o G composto por ovinos Serrana (74,5% dos locos
polimorficos). Esses valores foram menores que os observados para ragas de ovinos
deslanados brasileiros cujos valores observados estiveram entre 87,0 ¢ 96,3% (Paiva,
2005). No presente trabalho foi avaliada a variabilidade genética dentro de um rebanho
com animais da raca Fronteira e do ecotipo Serrana, enquanto Paiva (2005) avaliou a
variabilidade entre ragas distintas. A técnica de RAPD detectou diferenca entre
populagdes de cavalos Pantaneiro (Fuck, 2003), subpopula¢des de caprinos da raca
Moxot6 (Oliveira, 2003) e subespécies de suinos, inclusive seus hibridos (Gimenez et
al.,2003).

Com relagdo a heterozigose esperada, os valores foram similares entre os grupos
e variaram de 0,27 a 0,36 (Tabela 1.1). O menor valor foi encontrado no grupo G
constituido por animais do ecotipo Serrana e o maior no grupo C, constituido por
animais da raga Fronteira.

A andlise de variancia molecular (AMOVA, Tabela 2.2) evidenciou que ha
diferenca significativa entre os grupos estudados (Fst = 0,2242; p<0,001). Esse valor de
Fsr (diferenca entre os grupos) ¢ muito alto, em especial quando se considera que sao
grupos que compde o mesmo rebanho. Em racgas ovinas da Finlandia foram encontrados
baixos niveis de variabilidade genética, utilizando RAPD (Kantanen et al., 1995). A
comparacdo entre ragas de ovinos comerciais e naturalizadas brasileiras mostrou que
14,92% da variagdo genética total foi devido a diferenca entre ragas (Paiva et al.,
2005c). Esse valor ¢ bem menor do que o observado entre grupos de animais de um
mesmo rebanho.

Os resultados indicam que os grupos que compdem o rebanho de conservagao,

embora relacionados entre si, sdo distintos. A variabilidade significativa observada entre
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os grupos (22,42%) sugere que a divisdo em grupos de animais € o manejo tém
favorecido a subestrutura¢do do rebanho. Mesmo com a introdu¢do eventual de fémeas
e de reprodutores de fora, a diferenciacio entre os grupos tem sido mantida. E provavel
que a alta variabilidade observada entre os grupos tenha sido devido, principalmente, a
um efeito do fundador, considerando que o rebanho foi formado apenas a partir de 36
animais.

O teste exato de diferenciagdo populacional de Raymond & Rosset (1995)
revelou que todos os grupos do rebanho de conservagdao apresentaram diferenga
estatisticamente significativa entre eles. O menor valor de qui-quadrado foi observado
entre os grupos A—G e o menor entre E-F (Figura 1.1). Este resultado foi corroborado
pelas estimativas de distancia genética de Nei (1972). A maior distancia foi observada
entre os grupos A—G, e as menores entre A—B seguidos por C-D (Figura 1.2). Por outro
lado, a andlise de coordenada principal demonstrou, visualmente, que ndo ha formagao
evidente de agrupamento (Figura 1.3).

As diferencas genéticas observadas sugerem que esse padrao pode ser reflexo,
principalmente, de um efeito do fundador. Mesmo com a introdugdo eventual de
reprodutores e matrizes € o rodizio de reprodutores entre os grupos, a diferenciacdo se
mantém, evidenciando que a variabilidade genética observada foi reflexo de uma

diferenciagdo genética original entre as fémeas do rebanho.
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Tabela 1.1 Distribuicao das freqiiéncias das bandas RAPD nos sete grupos do rebanho
de conservagdo “in situ” do ovino Crioulo Lanado brasileiro da Embrapa
Pecuaria Sul (o sinal “-” indica a auséncia do alelo na amostra).

Grupos do rebanho de conservacido da Embrapa Pecuaria Sul

Bandas RAPD A B C D E F G
1 0,95 0,87 0,86 0,94 0,92 0,97 0,96
2 0,66 0,03 0,24 0,48 0,35 0,13 0,04
3 0,61 0,34 0,46 0,24 0,70 0,53 -
4 0,68 0,84 0,73 0,78 0,58 0,77 0,70
5 0,37 0,16 0,54 0,48 0,35 0,73 0,61
6 0,29 0,34 0,46 0,15 0,27 0,33 0,09
7 0,90 0,63 0,67 1,00 1,00 0,09 0,83
8 0,55 0,42 0,43 0,42 0,58 0,09 0,48
9 0,76 0,61 0,59 1,00 1,00 0,97 0,22
10 0,26 0,26 0,16 0,70 0,54 0,06 0,70
11 0,87 0,90 0,86 0,97 0,85 0,87 0,87
12 0,97 0,92 0,73 0,91 0,88 1,00 0,78
13 0,26 0,13 0,46 0,27 0,42 0,20 0,13
14 0,84 0,84 0,81 0,94 0,85 1,00 0,65
15 0,74 0,63 0,67 0,61 0,65 0,77 0,96
16 0,71 0,68 0,81 0,82 0,85 0,93 0,61
17 0,66 0,26 0,67 0,48 0,73 0,40 0,65
18 0,34 0,55 0,95 1,00 0,85 0,60 1,00
19 - - 0,16 0,12 0,23 0,07 0,48

20 0,53 0,69 0,59 0,57 0,46 0,57 0,52
21 0,95 0,97 1,00 0,94 0,96 0,97 1,00
22 0,71 0,74 0,73 0,79 0,77 0,40 0,30
23 0,40 0,60 0,59 0,70 0,61 0,63 0,39
24 0,34 0,31 0,49 0,45 0,65 0,57 0,22
25 0,31 0,18 0,46 0,54 0,38 0,17 0,52
26 0,24 0,24 0,49 0,57 0,27 0,17 0,30
27 0,87 0,66 0,78 0,76 0,42 0,90 0,48
28 0,76 0,60 0,92 0,88 0,58 0,80 0,13
29 0,24 0,29 0,32 0,42 0,54 0,47 0,56
30 0,95 0,74 0,46 0,94 0,65 0,70 0,56
31 0,60 0,5 0,54 0,21 0,77 0,60 0,91
32 0,92 0,95 0,70 0,09 0,08 0,40 0,52
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Grupos do rebanho de conserva¢cido da Embrapa Pecuaria Sul

Bandas RAPD A B C D E F G
33 090 074 073 0,79 0,92 0,90 0,65
34 092 016 070 054 0,69 0,67 043
35 0,58 0,24 _ - - _ _
36 0,68 - 0,40 - 0,04 0,60 0,30
37 039 024 016 015 0,19 037 0,65
38 0,84 : _ 024 0,04 047 _
39 1,00 0,76 084 094 0,73 097 087
40 0,71 092 043 0,51 0,96 0,90 1,00
41 05 008 032 030 0,08 0,40 -
42 0,37 : 0,13 - - - -
43 1,00 0,95 _ ; 1,00 _ _
44 029 0,18 032 045 054 063 0,13
45 024 0,05 060 0091 : _ 0,26
46 026 050 046 0,61 1,00 1,00 1,00
47 097 1,00 1,00 1,00 : _ 1,00
N (médio) 37,55 36,49 3579 32,75 2556 29,72 22,45
Locos pg;f)nérﬁcos 8936 8511 8936 82,98 80,85 80,85 7447

He 0,3546 0,2844 0,3614 0,3133 0,3064 0,3128 0,2715

Tabela 1.2 Andlise da varidncia molecular (AMOVA) para 224 animais amostrados
entre os sete grupos do rebanho de conservacdo “in sifu” da Embrapa

Pecuaria Sul.

Fonte de variacao GL* SQ** CVx*® % total P

6 383.832 1.80500 22,42 Va 0,001
Entre os grupos

Dentro dos grupos 218 1361.825 6.24691 77,58 Vb 0,001

*QGraus de liberdade (GL);
**Soma de quadrados (SQ);
***Componentes de variancia (CV).
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Figura 1.1 Matriz com resultado do qui-quadrado (GL = 94) para o teste exato de
diferenciagcdo populacional de Raymond & Rousset (1995) (abaixo) e o p-
valor (acima). Grupos do rebanho de conservacao: A, B, C, D, E, F e G.
Maior e menor valor de qui-quadrado em negrito.
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Figura 1.2 Distancia genética de Nei (1972) entre os sete grupos (A, B, C, D, E, F e G)
de animais que compdem o rebanho de conservacdo da Embrapa Pecuaria

Sul
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Figura 1.3 Diagrama das duas primeiras coordenadas principais mostrando o relacionamento entre os sete grupos do rebanho de
conservagao. O grupo G representa o ecotipo Serrana e os demais (A, B, C, D, E e F) a raca Fronteira.
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5. CONCLUSOES

Os dados apresentados evidenciaram que os grupos que formam o rebanho de conservagao
do ovino Crioulo Lanado da Embrapa Pecuaria Sul sdo geneticamente diferentes. Essa

diferenca pode ser atribuida:

v'a diferencia¢@o genética entre as fémeas que iniciaram o rebanho;
v'a divisdo dos animais em grupos, mantida ao longo de duas décadas e meia, tendo como
consequéncia a subestruturacao do rebanho de conservagdo e

v'0 manejo reprodutivo adotado.
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CAPITULO II

Avaliacao da variabilidade genética do rebanho de conservacio “ in
situ” do ovino crioulo lanado da Embrapa Pecuaria Sul e introgressao
genética da raca Corriedale, utilizando marcadores genéticos

autossomicos do tipo microssatélites
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1. INTRODUCAO

As racas naturalizadas constituem recurso genético de interesse para a pesquisa por estarem
adaptadas a condigdes climaticas especificas. A conservagdo da variabilidade genética dessas racgas
¢ necessaria para futuros programas de melhoramento quando, certamente, haverd mudancas na
producao e ameaca de novas doencas. Por outro lado, as ragas usadas no sistema pecuario atual,
possivelmente, ndo responderdo a todas as demandas de mercado futuro. Caracteristicas Unicas
apresentadas por ragas adaptadas podem garantir um alto grau de heterozigose e desequilibrio de
ligacdo, os quais sdo requeridos na detec¢do de associagdes/ligacdes entre marcadores genéticos

polimorficos e caracteristicas quantitativas e qualitativas (Oldenbroek, 1999).

Quando uma raca estd em risco ou ameagada de extingdo, a melhor estratégia ¢ a
conservagdo in vivo, pois nessas condigdes os objetivos da conservagdo podem ser melhor
alcancados. Por outro lado, o desenvolvimento da raca deve continuar e isto significa sele¢do para
caracteristicas economicas dentro dos limites de uma populagcdo pequena. Entretanto, ha riscos de
endogamia e deriva, portanto deve ser dada atengdo especial aos programas de acasalamento para
populagdes pequenas (Oldenbroek, 1999).

Uma das prioridades da pesquisa com espécies zootécnicas em risco de extingdo ¢ a
caracterizacdo das populagdes e mensuracao das diferengas entre e dentro delas (Fitzhugh &
Strauss, 1992), sendo a diversidade genética dada pela variedade de racas e pela variacao genética
dentro de cada uma delas. No caso dos OCL, a perda de um dos ecétipos podera levar a perda de
variabilidade genética, caso um deles tenha um perfil genético distinto dos demais e, como
conseqiiéncia diminuir a diversidade genética da espécie.

O desenvolvimento de técnicas moleculares e a possibilidade de detec¢ao de polimorfismos
de DNA tém facilitado a descricdo da variacdo genética. Estas informacdes podem ser usadas para
calcular as semelhancas e diferencas entre animais dentro e entre ragas, auxiliando a indicagdo de
individuos para a conservagdo. Foi estimado que, em geral, 50% da variagdo genética total dentro
de uma espécie ¢ devida a variagdo entre racas (Oldenbroek, 1999). Em um programa de
conservagdo ¢ fundamental conhecer a variabilidade genética da populagdo alvo. Para tanto, uma
das ferramentas moleculares que esta sendo mais utilizada sdo os marcadores genéticos do tipo

microssatélites autossdmicos.

Ao longo dos cinco séculos, desde sua introducao no Brasil, o ovino Crioulo Lanado (OCL)
foi sendo paulatinamente substituido por outras ragas, levando-o quase a extin¢do. Buscando

conservar esse material genético e resguarda-lo de possivel extingcdo, a Embrapa Pecudria Sul,
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localizada em Bagé (RS), iniciou em 1983 a formacdo de um rebanho de conservacdo. Naquela
ocasido, julgou-se que o OCL deveria representar um valioso recurso genético com potencial para
programas de melhoramento. Atualmente, o rebanho de conservacao esta constituido de animais da
raga Fronteira acrescido de um pequeno niumero do ecotipo Serrana.

O objetivo geral deste capitulo foi caracterizar a variabilidade genética presente em animais
da raca Fronteira e no ecotipo Serrana, avaliar a constituicdo do rebanho de conservaciao da
Embrapa Pecudria Sul e buscar contribuir com a indicacao de animais que representem melhor a
diversidade genética da raca e do ecotipo em questdo. Desta forma, podera ser possivel a exclusao
de animais similares (aparentados) ou com introgressao da raga Corriedale e introdugdo de animais
com alelos ndo representados no rebanho; o que resultara em diminui¢do do efetivo com
conseqiiente redugdo de tempo, mao de obra e recursos financeiros gastos com a manutencao de
animais desnecessarios a conservagao. Poder-se-4, ainda, sugerir cruzamentos preferenciais visando
maximizar a variabilidade genética existente no rebanho de conservagdo. Visa-se, também, neste

capitulo avaliar a introgressao genética da raga Corriedale na raca Fronteira e no ec6tipo Serrana.

1.1 Marcadores genéticos do tipo microssatélites autossomicos

Os microssatélites, também denominados Seqiiéncias Simples Repetidas — SSRs ou STRs
(Short Tandem Repeats), sao marcadores genéticos caracterizados pela ocorréncia de seqiiéncias
curtas com 1 a 6 pares de bases de nucleotideos repetidas in fandem. Em genomas de eucariotos,
essas seqiiéncias sao frequentes e, em geral, constituem locos genéticos altamente polimoérficos. Em
mamiferos, os elementos repetidos mais frequentemente encontrados sdo extensdes de

dinucleotideos CA e TG (Hamada et al. 1982).

Os microssatélites tém sido Uteis na compreensdo das relagdes evolutivas, taxonomicas,
demograficas, filogenéticas, filogeograficas e da diversidade genética de organismos, incluindo
espécies de interesse zootécnico: bovina (MacHugh, 1997), asinina (Aranguren-Méndez et al.,
2001), ovina (Arranz et al., 1998; Arranz et al., 2001; Jia et al., 2003; Ollivier & Foulley, 2005;
Tapio et al., 2005; Martinez e cols, 2007a; Rongquing e cols, 2007; Rongquing e cols, 2007a; Sun
et al., 2007), ovina e caprina (Sun ef al., 2004), caprina (Martinez e cols, 2007¢) e suina (Martinez e
cols, 2007b; Megens ef al., 2008).

Comparado com outros tipos de marcadores genéticos, os microssatélites sdo altamente

informativos para estudos em genética de populagdes por serem de natureza co-dominante,
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multialélica e por sua ampla distribuicdo no genoma. Os alelos sdo herdados de forma mendeliana e
sd0, na sua maioria, de carater neutro quanto a selecdo. Com relacdo a questdes técnicas, podem ser
analisados pela amplificagdo de fragmentos via técnica de reacdo em cadeia da polimerase — PCR,
a partir de reduzidas quantidades de DNA. Estas caracteristicas tém feito dos microssatélites os
marcadores mais usados para a andlise do genoma de diversas espécies, na constru¢do de mapas
genéticos (Bishop et al., 1994; Crawford et al., 1995; Maddox et al., 2000), teste de paternidade
(Vankan & Faddy, 1999; Arruga et al., 2001; Paiva e cols, 2004b; Aibao & Dengjun, 2005; Gomez-
Raya et all., 2008) e estudos de genética de populagdes (Bruford & Wayne, 1993; Kantanen et al.,
2000; Jia et al., 2003; Paiva et al., 2004a; Egito et al., 2004; Lu et al., 2005; Egito et al., 2007;
Megens et al., 2008), por exemplo.

Essa classe de marcadores distingue-se das demais em decorréncia de seu modelo evolutivo
que ¢ mais rapido do que outras regioes gendmicas. De acordo com o modelo stepwise mutation, o
padrdo de mutacdo dos microssatélites envolve o ganho e/ou perda de uma unidade de repeti¢cdo
pelo escorregamento da polimerase durante a replicagdo, um mecanismo de mutagdo que ¢
especifico para seqiiéncias repetidas in tandem. A alta taxa de mutagdo dessas regides gera
dificuldades para utilizacdo destes em anéalises de genética de populagdes quando se visa esclarecer
filogenia. Problemas com a PCR, como por exemplo, artefatos como bandas stutter, dificultam a
automacdo da identificagdo dos alelos microssatélites. A despeito de um grande nimero de locos
microssatélites no genoma da maioria dos eucariotos, a densidade de locos microssatélites
informativos pode ser muito baixa para algumas aplicacdes de mapeamento (Toth et al., 2000;

Dieringer & Schlétterer, 2003).

Com relacdo a animais domésticos, os microssatélites t€ém sido utilizados em estudos da
relagdo genética entre espécies (Kemp et al., 1995, Gortari et al., 1997, Sun et al., 2004) e entre
racas de uma mesma espécie (Arranz et al., 1998, Arranz et al., 2001, Mufioz, 2003; Jia ef al., 2003;
Lu et al., 2005). A relagao filogenética e diversidade genética de ragas ovinas nativas de uma regiao
do norte da China foram estabelecidas utilizando essa classe de marcadores, evidenciando
polimorfismo e diversidade genética quando comparadas com ragas melhoradas (Jia et al., 2003).
Ainda com SSRs, foi avaliada a relacdo genética entre ragas de ovinos da Espanha (Arranz et al.,

1998), da Asia (Lu e cols, 2005), do Brasil (Paiva et al., 2005d) e da Italia (Bozzi ef al., 2006).

Por meio de marcadores microssatélites foi avaliada a estrutura genética de populacdes em
racas de varias espécies de animais naturalizados brasileiros, incluindo: ovina (Paiva et al., 2004a;
Paiva et al., 2004b; Paiva, 2005; Paiva et al., 2005a; Paiva et al., 2005b; Paiva et al., 2005d);

bubalina (Albuquerque, 2005; Albuquerque et al., 2006a; Albuquerque et al., 2006b); suina
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(Sollero, 2006; Sollero et al., 2006); eqiiina (Silva, 2006; Silva et al., 2006) e bovina (Egito, 2007;
Egito et al., 2007). Da mesma forma, foram avaliadas espécies nativas da Espanha: ovina
(Zamorano et al., 1998; Marmi et al., 2007; Martinez et al., 2007a), caprina (Avellanet et al., 2007,
Martinez et al., 2007c), bovina (Candn et al., 2007) e suina (Martinez et al., 2007b); além de
bovinos crioulos do Uruguai (Postiglioni et al., 2007) e ovinos da Sibéria (Cinkulov e cols, 2008),

entre outros.

Foi demonstrado que, aproximadamente, 50% de iniciadores de bovinos também amplificam
DNA de ovinos e caprinos (Kemp et al., 1995), e ovinos e bovinos (De Gortari et al., 1997). Isto
sugere que € possivel planejar, inclusive, um tnico conjunto de marcadores para a caracterizacao
genética da distancia entre espécies de um mesmo género (Vaiman et al., 1994) e o mapa de ligagao
dentro dessas trés importantes espécies de animais domésticos. A conservagao dessas seqiiéncias
permite que possam ser compartilhadas entre espécies geneticamente relacionadas, mediante a

utilizagdo de iniciadores heterologos (Moore ef al., 1991; Hetzel, 1993).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar a variabilidade genética do rebanho de conservacdo da Embrapa Pecuaria Sul,
compara-lo com a populacgdo externa da raga Fronteira e do ecotipo Serrana, bem como com a

raca Corriedale, por meio de marcadores do tipo SSRs.

Objetivos especificos:

1. Descrever a distribui¢ao das freqiiéncias alélicas relativas a 16 marcadores autossomicos do
tipo microssatélites em ovinos crioulos lanados Fronteira (OCLFR) e Serrana (OCLSR),
ambos do rebanho de conservacao da Embrapa Pecudria Sul; e animais destes dois ecotipos
coletados em fazendas na éarea de ocorréncia (Estado do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina); e uma amostragem da raca Corriedale.

2. Comparar as populacdes utilizando indices de diversidade genética como: alelos
compartilhados e exclusivos, aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, heterozigose
esperada e observada.

3. Verificar a similaridade genética entre as populacdes crioulas e destas com a raca

Corriedale.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Para a analise dos marcadores genéticos, foram coletadas amostras de sangue venoso,
utilizando tubos de coleta a vacuo com EDTA a 10% como anticoagulante, em duas etapas. A
primeira foi realizada em 2003, como ja descrito no capitulo 1, e se deu na EMBRAPA Pecudria
Sul, localizada na cidade de Bagé (RS), que mantém um rebanho de conservacao de OCL. Dentre as
amostras coletadas de animais do rebanho, foram selecionadas 60 amostras para analise, sendo 55
do ecotipo Fronteira (OCLFR) e 05 do Serrana (OCLSR), seguindo o critério de auséncia direta de
parentesco. A segunda etapa, realizada em 2005, ocorreu em propriedades rurais particulares nos
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, onde foram coletadas amostras de sangue venoso
de 47 animais do ecotipo Fronteira (OCLF) e 48 do Serrana (OCLS). Na Tabela 2.1 estdo
relacionados os municipios, estados e nimero de animais da raca Fronteira e do ecotipo Serrana
cujos materiais bioldgicos compuseram a amostra de animais de fora do rebanho de conservagdo de
ovinos crioulos lanados da Embrapa Pecudria Sul. Na Figura 2.1 estd apresentada a distribuicao
geografica dos municipios onde foram realizadas as coletas.

Foram incluidos, ainda, 22 animais da ragca Corriedale (OC), cujo material biologico foi
acessado no Banco de DNA do Laboratério de Genética Animal da EMBRAPA Recursos Genéticos
e Biotecnologia. A escolha dessa raga comercial deveu-se ao fato da existéncia de relatos de
cruzamentos com animais crioulos, buscando melhorar o desempenho zootécnico destes ultimos.
Buscou-se avaliar o grau de introgressao genética da raca Corriedale nos animais crioulos, tanto do

rebanho de conservagdo quanto de fora dele.
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Tabela 2.1 Procedéncia dos animais dos ecotipos Fronteira e Serrana cujos materiais biologicos
compuseram a amostra de animais de fora do rebanho de conservacao de ovinos
Crioulos Lanados da Embrapa Pecuaria Sul; Rio Grande do Sul — RS e Santa Catarina

—SC.

Ovino Procedéncia Numero de
Crioulo Municipio Estado individuos
Fronteira Bagé RS 14

Pinheiro Machado RS 02

Santana da Boa Vista RS 12

Fortaleza dos Valos RS 13

Lavras do Sul RS 11

Serrana Nova Prata RS 08
Sao José dos Ausentes RS 03
Esmeralda RS 01

André da Rocha RS 14

Lajeado Grande SC 03

Bom Jardim da Serra SC 10

Campos Novos SC 11
Total 109
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Pecuéria Sul.
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3.2 Processamento das amostras bioldgicas, extracio e quantificacdo de DNA

As amostras de sangue venoso foram centrifugadas a 3.000 rpm/10 min para separagao dos
componentes sanguineos: plasma, leucocitos e hemaécias. Esse material foi colocado em trés tubos
independentes, etiquetados e conservados em freezer a -20°C.

O DNA gendmico foi extraido dos leucdcitos utilizando-se um protocolo inorganico com
alta concentracgao de sal (NaCl 3M), adaptado de Miller et al., (1988) (Anexo 1). A concentragdao do
DNA foi estimada pela comparacdo de padroes de DNA de fago A(lambda) apos eletroforese em
gel de agarose a 1%, coloracdo com brometo de etideo (0,6 pg/ml) e visualizacdo sob luz
ultravioleta. Para certificagdo da pureza da extracdo, a leitura das amostras foi realizada, também,
em espectrofotometro. A amostra foi dividida em duas aliquotas: uma de trabalho e outra para
armazenamento no banco de DNA da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.3 Marcadores microssatélites autossomicos

Foram testados 20 marcadores microssatélites — INRA23, OarFCB20, BM827, OarAE129,
ILSTS87, ILSTSO05, ILSTS11, INRAOS5, INRA35, INRA63, MAF65, MAF214, OarFCB48,
SRCRSPO0S5, OarFCB304, BM6526, OMHC1, OarCP20, OarHH35 e HUJ 616. Na Tabela 3.2 estao
apresentadas as caracteristicas gerais dos marcadores analisados, assim como suas respectivas
marcagdes fluorescentes utilizadas para deteccdo a /laser em analisador automatico de fragmentos
modelo ABI Prism 3100® Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Os marcadores microssatélites utilizados para a espécie ovina foram recomendados pela
FAO/ISAG- Foundation Agriculture Organization/International Society of Animal Genetics
(Hoffmann et al., 2004). Os locos INRA63 e ILSTS05 sdo recomendados, também, para avaliagao
de bovinos e caprinos; ILSTS05 para caprinos e bovinos e; SRCRSPOS5, ILSTS11, OarFCB20 e
MAFG65 para caprinos. Os locos INRAOS5, INRA23 e INRA3S5 foram recomendados, originalmente,
somente para bovinos; o OarFCB48 e o ILSTS87 para caprinos; ¢ o INRA23 para bovinos ¢
caprinos. Os ultimos locos citados foram utilizados em trabalhos anteriores de caracterizagdo de
ovinos (Paiva, 2005). Dentre os locos testados, o OMHC1, OarCP20, OarHH35 ¢ HUJ 616 ficaram

fora das analises por ndo amplificarem bem com a maioria das amostras.
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Tabela 2.2: Caracteristicas dos marcadores do tipo microssatélites utilizados: localizagdo cromossomica, seqiiéncia dos iniciadores, marcacao

fluorescente, variacdo em pares de base (pb) dos alelos descritos e referéncias.

Marcador Cromossomo Seqiiéncia dos iniciadores (5-3") Marcacao Variacdo Referéncia
fluorescente (pb)
GAGTAGAGCTACAAGATAACTTC )
INRA23 1 TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC FAM 199 - 219 Vaiman et al. (1 994)
OarFCB20 2 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG TET 88 -118 Buchanan et al. (1993a)

GGAAAACCCCCATATATACCTATAC

GGGCTGGTCGGTCGTATGCTGAG .
BMS&27 3 GTTGGACTTGCTGAAGTGACC TET 211-225  Bishop et al. (1994)

AATTGCATTCAGTATCTTTAACATCTGGC

OarAE129 5 GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC HEX 135-165  Penty et al. (1993)
ILSTS87 6 ’é?gég&cﬁﬁg%géiggc FAM 143-169  Kemp et al. (1995)
ILSTSO0S 7 A G ¢ TET 181-201  Brezinsky et al. (1993)
ILSTSI1 9 gggi%é%i%i%%%%&%% FAM 266-288  Brezinsky et al. (1993b)
INRAO5 10 CTTCAGGCATACCCTACACCACATG FAM 114-152  Vaiman et al. (1994)

AAATATTAGCCAACTGAAAACTGGG

ATCCTTTTGCAGCCTCCACATTG .
INRA35 12 TTGTGCTTTATGACACTATCCG FAM 116 - 138  De Gotari et al. (1997)

ATTTGCACAAGCTAAATCGAACC .
INRAG63 14 AAACCACAGAAATGCTTGGAAG FAM 160 - 182  De Gotari et al. (1997)

AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG
MAF065 15 CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG HEX 121 -139  Buchanan ef al. (1991)

AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGAC
MAF214 16 GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG HEX 183 -225  Buchnan & Crawford (1992)
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Marcacao

Variacao

Marcador Cromossomo Seqiiéncia dos iniciadores (5°-3") fluorescente (pb) Referéncia
GAGTTAGTAGTACACGGATGACAAGAGGCAAC

OarFCB48 17 GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG TET 133-169  Buchanan et al. (1993b)
GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG

SRCRSP5 18 TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC HEX 130- 144  Maddox et al. (2000)

OarFCB304 19 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG FAM 146 - 188 Buchnan & Crawford (1993)
CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG

BM6526 26 CATGCCAAACAATATCCAGC TET 147 -167  Bishop et al. (1994)

TGAAGGTAGAGAGCAAGCAGC
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3.4 Condicoes da PCR (Polimerase Chain Reaction)

A genotipagem dos locos microssatélites foi realizada pela avaliacdo do tamanho
dos fragmentos especificos amplificados, utilizando a técnica de PCR. Para
padronizagdo das reagdes de amplificagdo foram utilizadas amostras de DNA de dois
animais de cada ecétipo/raga e uma amostra testemunha (sem DNA). Condigdes
otimizadas para a reacdo. As reagcdes em cadeia da polimerase foram realizadas em um
volume final de 20ul, utilizando-se dNTPs (2,5mM de cada ANTP: dATP, dCTP, dGTP
e dTTP ), Taq (1 und/reacdo), 10% de tampao 10x (Tris/HCl 10 mM pH 7,6; EDTA 0,1
mM pH 8,0) e os demais reagentes conforme descrito na Tabela 2.3.

Para defini¢do das temperaturas de anelamento para cada iniciador, foi utilizado
o termociclador Master Gradient Eppendorf que possibilita o teste de diversas
temperaturas simultaneamente (PCR com gradiente de temperatura), a partir de
temperaturas previamente descritas (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/sheep).
Foi incluida, em cada reacdo de PCR, uma amostra sem DNA (controle negativo)
visando o controle de contaminagdo. As reacdes em cadeia da polimerase — PCR foram
realizadas nos termocicladores Master Gradient Eppendorf (Eppendorf), PTC-100
(MJResearch) e Gene AMP PCR System 9700 (Applied Biosystems). O programa da
PCR estabelecido foi: 94°C por 5 min; 94°C por 1 min; temperatura de anelamento por 1
min; 72°C por 1 min; as etapas anteriores repetidas 34 vezes e extensdao a 72°C por 30
min; variando a temperatura de anelamento (43 a 63°C) de acordo com o iniciador
utilizado.

A qualidade da amplificacdo foi avaliada em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo (0,6 png/ml) utilizando como referéncia o marcador de peso molecular
de 1 Kb Plus (Invitrogen) e visualizagdo sob luz ultravioleta. A eletroforese horizontal
foi realizada a 120 Volts, em torno de uma hora, de acordo com o tamanho (pb) dos
fragmentos e a fotodocumentacio por meio do equipamento Eagle Eye ™ II

(Stratagene).
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Tabela 2.3: Condigdes da reagdao em cadeia da polimerase (PCR) para os marcadores
genéticos do tipo microssatélite analisados. Para todos os marcadores foi
utilizado solucao com 2,5 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 1 unidade de Taq DNA polimerase por reacdo e 10% do volume
total da reacao de Tampao 10x (Tris/HCI 10 mM pH 7,6; EDTA 0,1 mM
pH 8,0); TP = temperatura de anelamento. Nas reagdes dos marcadores
com * foi acrescentado 1,6ul de BSA (2,5mg/ul).

Reagentes (em pl)

Marcador Iniciador MgCl, DNA N’ Ciclos (T(l;)
(10 uM) (50 mM) (3ng)
INRA23 5 2,0 9,0 35 43
MAF214 3 2,0 9,0 40 55
MAF65 3 2,0 18,0 40 53
OarAE129 5 1.5 18,0 40 55
OarFCB304 5 1,5 18,0 40 55
ILSTS11 3 1,5 18,0 35 53
INRA63 10 1,5 9,0 35 55
INRA35* 8 1,5 9,0 40 51
BMS27 10 2,5 9,0 35 56
OarFCB48* 10 1,0 9,0 40 59
ILSTSO05* 10 1,0 9,0 35 55
OarFCB20 2 2.5 9,0 35 59
OMHC1* 5 1,0 9,0 35 54
ILSTS87 8 1,5 9,0 40 56
SRCRSP05 10 2,0 9,0 35 56
BM6526 10 3,0 9,0 40 63
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3.4 Eletroforese capilar e genotipagem

Para a genotipagem, realizada por eletroforese capilar em seqiienciador
automatico, os produtos das PCRs foram organizados em grupos (multiplexes) com base
no tamanho do fragmento amplificado e de acordo com a marcagdo fluorescente. Os
produtos de diferentes PCRs, do mesmo animal, para cada multiplex foram incluidos em
um mesmo poco da placa de policarbonato com 96 pogos, em fundo “V”, e enviados
para o seqlienciador. As amostras foram preparadas utilizando as condigdes descritas na
Tabela 3.4, posteriormente desnaturadas a 96°C por cinco minutos e, imediatamente,
resfriadas em gelo picado para evitar o pareamento das fitas de DNA do material
amplificado. A analise dos fragmentos de cada amostra foi baseada em um padrdo de
tamanho molecular, marcado com fluorescéncia ROX, desenvolvido por Brondani e
Grattapaglia (2001). A identificacao inicial dos fragmentos foi realizada utilizando o
programa GeneScan "™ 3.7 (Applied Biosystems) e, posteriormente, para identificago
dos polimorfismos, a genotipagem e definicdo dos alelos realizada pelo programa
Genotyper 3.7 (Applied Biosystems). O programa AleloBin (Amos e cols, 2006) foi
utilizado para fins de arredondamento das classes alélicas identificadas durante a

genotipagem.

Tabela 2.4 Protocolo de preparo dos produtos de amplificagdo para genotipagem em
seqlienciador automatico ABI Prism 3100®

Reagentes (n)
Produto amplificado 1,00
Agua 0,75
ROX" (12x) 1,00
Formamida Hi-Di 7,25
Total 10

" Brondani e Grattapaglia (2001)

3.5 Analise estatistica

As amostragens dos animais do rebanho de conservacdo e de fora dele foram
denominadas, OCLFR (ovino crioulo lanado Fronteira Rebanho), OCLSR (ovino
crioulo lanado Serrana Rebanho), OCLF (ovino crioulo lanado Fronteira) e OCLS
(ovino crioulo lanado Serrana); para efeito de andlise estatistica foram consideradas

populagdes. Para cada amostra populacional foram estimados parametros visando a
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caracterizacdo da estrutura genética das mesmas. As freqiiéncias génicas, heterozigose
esperada (He) e observada (Ho) e a probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg (p) foram obtidos utilizando o programa Arlequim 3.0 (Schneider, 2000). A
diversidade alélica por loco e diversidade alélica média por populagdo foram obtidos
por contagem manual. O PIC (Conteudo Informativo de Polimorfismo) por loco foi
estimado usando o programa Cervus (Marshall ef al., 1998).

A avaliagao do valor p (probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg) foi realizada considerando um a (alfa) de 5%. A correcdo de Bonferroni foi
empregada quando a populagdo apresentou desequilibrio para algum loco, e representa a
diminui¢ao do valor de o com base no numero de testes efetuados. Neste caso, o a com
corre¢ao de Bonferroni foi de 0,003 (0,05/16). O indice de endogamia, Fis, e seu p-
valor, assim como a riqueza alélica, foram estimados utilizando o software FSTAT
(Goudet, 2002). O Fsr e a analise de variancia molecular (AMOVA) foram realizadas
por meio do programa Arlequim 3.0 (Schneider, 2000).

A arvore de relacionamento tipo rede de Neighbor joining (Neighbor net) foi
obtida com o uso do programa SplitsTree4 (Huson & Bryant, 2006). A anélise de
componentes principais (PCA) e outras dela derivadas, como a andlise de coordenada
principal (PCO), sdo formas de simplificacdo de dados multivariados. As freqii€ncias
alélicas encontradas para as populagdes em analise foram utilizadas para gerar matrizes
de distancia utilizando a distancia de Nei (1972) construida pelo programa GENDIST
do pacote PHILIP (Felsenstein, 1993). As matrizes de distdncia foram convertidas em
graficos de coordenada principal com o intuito de simplificar a interpretacdo das
distancias obtidas entre todas as populagdes. As matrizes de distancia, assim geradas,
foram utilizadas para a construgdo de graficos de coordenada principal pelo programa

NTSYS (Rohlf, 1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos para avaliar a variabilidade
genética em racas de diferentes espécies, bem como a variagdo encontrada entre racgas.

Na tabela 2.5 estdo apresentadas as freqiiéncias alélicas e parametros de
variabilidade genética estimados para as cinco populagdes analisadas: animais Fronteira
de fora e do rebanho de conservacao (OCLF e OCLFR), Serrana de fora e do rebanho
de conservagdo (OCLS e OCLSR) e da raga Corriedale (OC) para os 16 marcadores
autossodmicos do tipo microssatélites.

O numero médio de individuos analisados (Tabela 2.5) variou de 43,375 para o
OCLFR a 4,375 para o OCLSR, sendo que o baixo niumero de individuos amostrados
para OCLSR foi decorrente de sua baixa representatividade no rebanho de conservagao.
A varia¢do no nimero amostral foi diretamente correlacionada com o nimero médio de
alelos por loco: o menor valor (3,562 + 1,153) foi observado para OCLSR e o maior
(7,688 £ 2,301) para OCLFR. O niimero médio de alelos por loco ndo representa a
diferenga na variabilidade entre os ecdtipos visto que o nimero amostral ¢ diferente
entre eles. Dessa forma, ¢ provavel que os valores observados estejam em funcdo da
amostragem e nao de uma maior variabilidade de um dos ecétipos. Essa sugestdo ¢
corroborada pela avaliagao da riqueza alélica, onde o numero de alelos ¢ ponderado pelo
tamanho amostral, como ja descrito em Material e Métodos. A riqueza alélica foi
similar entre as populacdes, variando de 2,571 em Serrana rebanho a 2,785 em Serrana.

Em relagdo aos alelos modais ndo houve consenso para a maioria dos
marcadores. Dentre os locos em que foi observado consenso, o maior numero de
excecdes foi na populagdo de Serrana do rebanho. O alelo ILSTS05*6 foi o Unico
consensual, isto ¢, foi o modal para todas as populacdes. Os alelos OARAE129*9,
ILSTS11*8 e INRA63*5 foram os modais em todas as populagdes exceto em Serrana
do rebanho, onde os alelos OARAE129*9 ¢ o INRA63*5 ndo foram encontrados. O
alelo SRCRSPO5 foi bimodal (SRCRSP0*3 e SRCRSP0*5) e este padrao foi consenso,
com exce¢ao de Serrana rebanho que ndo apresentou o alelo 3. Os alelos BM6526*10 e
MAF214*3 foram modais em todas as populagdes, exceto em Corriedale e Serrana,
respectivamente. O BM827*4 também foi modal em todos, exceto em Serrana onde o
alelo BM827*5 foi o mais freqiiente, sendo que neste caso Serrana rebanho apresentou

50% de cada um dos alelos (Tabela 2.5).
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O compartilhamento de alelos e o total de alelos exclusivos sdo pardmetros que
podem ser uteis para verificar as diferencas e semelhancas genéticas entre
ragas/ecotipos assim como, também, para inferir sobre a ocorréncia de introgressao
génica. De acordo com os dados apresentados na Tabela 2.5, foi possivel verificar a
ocorréncia tanto de compartilhamento quanto de exclusividade de alelos.

Com relagdo ao compartilhamento de alelos, todas as combinagdes possiveis
foram verificadas. As populagdes do ecodtipo Fronteira, OCLF e OCLFR,
compartilharam 65,71% (92/140) do total de alelos. Em OCLFR foram encontrados
17,86% (25/140) de alelos que ndo foram observados fora do rebanho de conservagao,
enquanto que em OCLF apenas 14,28% (20/140). Por sua vez, as populagdes do ecotipo
Serrana OCLS e OCLSR, compartilharam 38,76 % (50/129) do total de alelos. Em
OCLS foram encontrados 55,81% (72/129) do total de alelos, enquanto que em OCLSR
apenas 5,43%(7/129). Nestes percentuais nao estdo incluidos os alelos que foram
exclusivos para cada uma das populagdes.

Os alelos MAF214*3, OARFCB304*14 e ILSTS87*6 foram compartilhados
entre as duas populagdes de Fronteira (OCLF e OCLFR) e a raca Corriedale. A
freqliéncia do alelo MAF214*3 foi similar em ambas e, o alelo OARFCB304*14
apresentou alta freqliéncia considerando as trés populagdes analisadas. O alelo
ILSTS87*6 apresentou freqiiéncia maior em Corriedale (13,6%) do que nas populacdes
de Fronteira (3,9 e 1,5%, OCLF e OCLFR, respectivamente), sugerindo que este seja
um alelo originario de Corriedale que sofreu introgressao génica em Fronteira (Tabela
2.5).

Com relacao ao compartilhamento de alelos entre Corriedale e Serrana, apenas
um alelo, INRA63*7, foi encontrado exclusivamente na amostra de Serrana do rebanho
de conservacdo e na raca Corriedale. Nesse caso, foi observada uma baixa freqiiéncia
em Corriedale (4,5%) e alta freqiiéncia (62,5%) no rebanho de conservagdo. Sugere-se
que esse alelo foi originalmente de Serrana e sofreu introgressao génica em Corriedale.
Uma segunda sugestao possivel, porém nao provavel, ¢ que esse alelo era de Corriedale
e sofreu introgressao em Serrana. Neste segundo caso, como o nimero de animais do
ecotipo Serrana introduzido inicialmente no rebanho foi baixo, pode-se pensar que
houve efeito fundador, tendo como conseqiiéncia o aumento da freqiiéncia do referido

alelo no rebanho.
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Houve compartilhamento de alelos entre as populagdes de crioulos e a raga
Corriedale em propor¢ao muito similar. Os valores variaram de 0,331 em Serrana a
0,366 em Fronteira rebanho. O compartilhamento de alelos entre ovinos crioulos
lanados e ovinos da raga Corriedale pode ser devido a ancestralidade comum e/ou
introgressao génica. Os alelos compartilhados, possivelmente, devem ser encontrados
nas demais racas de ovinos e podem refletir, apenas, o compartilhamento de regides
genOmicas entre membros de uma mesma espécie. Porém, aqueles que foram
encontrados em Fronteira ou em Serrana e na raga Corriedale podem indicar
introgressao génica.

A comparacdo das cinco populagdes (OCLF,OCLFR, OCLS, OCLSR e
Corriedale) mostrou que os alelos INRA23*14, ILSTS05*5, OARFCB20*2,
OARFCB48*13, ILSTS87*4 sdo exclusivos da raga Fronteira, compartilhados entre as
duas populagdes, OCLF e OCLFR. Os alelos OARAE304*1, OARFCB20*7,
OARFCB48*14 ¢ OARFCB20*16 foram encontrados exclusivamente no rebanho de
conservagao, enquanto que OARAE304*5, INRA35*15, ILSTS05*1 e OARFCB20*1
s6 foram encontrados em animais Fronteira de fora do rebanho de conservagdao. Com
relacdo ao ecdtipo Serrana, foram observados os seguintes alelos exclusivos
compartilhados pelas duas populagdes, OCLS e OCLSR: INRA23*11, MAF214*1,
INRA35*14, ILSTS05*4, OMHCI1*7 e BM6526*12. Os alelos OARAE129*3,
OARAE304*21, OARFCB48*7, ILSTS05*8, OMHC1*5, BM6526*4 ¢ BM6526*13
foram encontrados apenas em OCLS, sugerindo que sejam alelos diagnosticos desse
ecotipo, porém nao estdo representados no rebanho de conservacgao.

A avaliagdo da heterozigose ¢ do conteudo informativo de polimorfismo (PIC)
nas populacdes fornece informacgdes sobre a variabilidade genética das mesmas. A
heterozigose média observada foi menor do que a esperada para todas as populacdes, o
que reflete um déficit no nimero de heterozigotos com relagdo ao esperado e um
conseqiiente excesso de homozigotos (Tabela 2.5).

Os valores estimados para o P/C foram, na sua maioria, baixos. Apenas 10% dos
valores estimados foram superiores a 80%. Os maiores valores foram observados para o
loco OARFCB20, um dos marcadores com maior nimero de alelos (14 alelos), inferior
apenas ao OARFCB304 (15 alelos). O menor valor de PIC (0,3242) foi observado para
0 MAF214, na raga Corriedale (Tabela 2.5).
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Com relagdo a aderéncia ao EHW, considerando um a de 5%, foram observados
varios marcadores que ndo aderiram ao equilibrio, com excegdo da populagdo OCLSR
em que apenas o loco OarFCB20 apresentou desvio nas freqiiéncias genotipicas
observadas e esperadas (Tabela 2.5). A populacdo OCLS apresentou 50% dos
marcadores fora do equilibrio, enquanto as populagdes do ecotipo Fronteira, OCLFR e
OCLF, apresentaram 50 e 37,5%, respectivamente; e a raca Corriedale 43,8%. A
utilizacdo da corre¢do de Bonferroni alterou o valor de o para 0,003 e, como
conseqiiéncia, um maior numero de locos aderiu ao EHW, continuando, porém, um alto
nimero de locos em desequilibrio.

Esse numero alto de locos fora do equilibrio ¢ freqiientemente encontrado
quando as amostras sdo advindas de rebanhos de animais zootécnicos, pois nestes ha
diversas premissas do Teorema de Hardy-Weinberg que nao sdo seguidas. Quando se
trabalha com rebanhos de animais zootécnicos observa-se que: o numero de
reprodutores ¢ muito pequeno em relagdo ao numero de matrizes; hd introducdo de
animais de outros rebanhos (migragdo), especialmente reprodutores; os acasalamentos
sao direcionados (auséncia de panmixia) e pode haver cruzamento entre animais
aparentados mesmo quando ha controle dos acasalamentos, inclusive, sobreposi¢ao de

geracdes (acasalamento pai-filha).

Viérios dos fatores citados acima ocorreram nos rebanhos analisados, sugerindo
que estes possam ter contribuido para que as populagdes ndo se encontrassem em
equilibrio para a maioria dos locos genéticos. Corroborando esta possibilidade, Pein et
al. (1995) comentam que quando um microssatélite estd fora do EHW em varias
populagdes, indica que a populacao estd sob alguma forca que muda as freqiiéncias
genotipicas: mutacao, selecdo ou deriva. Mutagdes, deriva genética, fluxo génico e
selecdo natural influenciam a variagdo entre genomas e populagdes (Bruford et al.,
2003; Luikart et al., 1998). O elevado nimero de locos fora do EHW pode ser
decorrente de subestruturacao reprodutiva (Marmi et al., 2007), o que € possivel estar
associado aos resultados encontrados nas populacdes aqui analisadas, especialmente no
rebanho de conservagao, considerando a divisdo do rebanho em grupos, desde o inicio
de sua formagdo, e 0 manejo reprodutivo adotado ha duas décadas e meia.

Além desses fatores, desequilibrios de HW em um dado loco para diferentes
populagdes podem refletir problemas metodoldgicos, como de amplificagdo do

microssatélite ou erros de genotipagem (Pompanon et al., 2005). Apesar de poder
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ocorrer problemas metodolégicos em qualquer trabalho laboratorial, neste caso parece
ndo ser a explicacdo mais provavel, visto que, para a maioria dos locos ndo houve
consenso entre as populagdes. Nenhum loco apresentou desequilibrio em todas as
populagdes, sendo que os marcadores OarAE129, ILSTS87 ¢ SRCRSPOS foram os que
se apresentaram fora do EHW para um nimero maior de populagdes.

As populagdes que apresentaram mais locos fora do EHW, mesmo apos a
corregao de Bonferroni, foram aquelas de fora do rebanho de conservacao e a raga
Corriedale. Ha duas possibilidades: o manejo reprodutivo estd sendo mais intenso
nestas populagdes ou elas ndo compdem uma populacdo real. As duas possibilidades
podem estar ocorrendo. Os animais ndo habitam a mesma fazenda, mas a mesma regido
geografica e sao do mesmo ecotipo. Os animais foram amostrados em municipios
diferentes, na regido de ocorréncia do OCL, porém sdo relativamente proéximos e ha, em
alguns casos, intercambio de animais entre os criadores. A coleta de sangue foi
realizada em épocas diferentes, portanto a amostragem ¢ composta de duas sub-
amostras e pode ter levado ao que se conhece como fator temporal de amostragem. Com
relagdo a Corriedale, as amostras foram acessadas no Banco de DNA da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

A existéncia de alelos nulos ndo pode ser excluida, porém nao foi verificada nas
analises. Alelos nulos sdo auséncia de amplificagdes ou amplificagdes parciais de um
determinado loco causado por mutacdes ou alteracdes na seqiiéncia de pareamento dos
iniciadores, o que tende a aumentar o nimero de homozigotos na amostra e, como
conseqiiéncia, conclusdes erroneas sobre o EHW, desequilibrio de ligag@o entre os locos
e erro de exclusao de paternidade (Paiva, 2005). Dentre os marcadores utilizados, foi
confirmada a existéncia de alelo nulo para o loco OarAE129, recomendado pela FAO
para a espécie ovina, tendo sido indicado um novo par de alelos para a genotipagem
desse loco (Peter et al., 2005).

Os valores estimados de Fig revelam que ha endogamia em todas as populacdes
(p<0,05). O maior valor total de Fis foi observado em Corriedale (0,233) e o menor em
Fronteira do rebanho (0,099). Alguns marcadores apresentaram valores
excepcionalmente altos, como MAF214 ¢ SRCRSP05 em Fronteira; OARAE129 em
Fronteira do rebanho; OARAE129 ¢ SRCRSP05 em Serrana; OARAE129, INRA63,
BMS827 ¢ SRCRSPO5 em Serrana do rebanho; e OARAE129, OARFCB304, INRA63,
OMHCI, ILSTS87 e SRCRSPO0S5, em Corriedale (Tabela 2.6).
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Tabela 2.5 Freqiiéncias alélicas, nimero de alelos totais, tamanho amostral por
marcador (N), heterozigose observada (Ho) e esperada (He) por loco, p-
valor do teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e o
PIC para 16 marcadores do tipo microssatélites em quatro populagdes de
ovinos crioulos lanados: Fronteira, Fronteira do rebanho de conservagao,
Serrana, Serrana do rebanho de conservacao e a raca Corriedale. Em
negrito encontram-se os locos por populagdo que ndo apresentaram
aderéncia ao EHW e os valores de p < 0,003 (alfa apds a correcdo de

Bonferroni).
POPULACOES
Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale
INRA23
02 0,019 - - - -
03 - 0,519 - 0,500 0,333
04 0,352 0,135 0,292 - 0,167
05 0,093 - 0,028 - 0,056
06 - 0,096 0,014 - 0,167
07 0,111 0,173 0,208 0,100 0,222
08 0,352 - 0,082 - -
09 - - 0,014 - -
10 0,018 - 0,125 - -
11 - - 0,056 0,100 -
12 - 0,039 0,028 0,300 0,055
13 0,018 0,019 0,153 - -
14 0,037 0,019 - - -
N° alelos =13
N 27 26 36 5 9
Ho 0,74074 0,69231 0,77778 0,60000 0,88889
He 0,74284 0,68401 0,83216 0,71111 0,82353
1 0,80773 0,01278 0,50132 0,31744 0,77204
p-valor (£0,00075)  (+0,00028) (£0,00111)  (20,00112) (+0,00159)
PIC 0,6866 0,6365 0,7984 0,5812 0,7447
MAF214
01 - 0,250 0,032 0,125 -
03 0,054 0,028 - - 0,039
04 0,554 0,611 0,468 0,625 0,769
05 0,392 0,111 0,500 0,250 0,192
N° alelos = 04
N 28 18 31 4 13
Ho 0,32143 0,66667 0,48387 0,75000 0,46154
He 0,54610 0,56667 0,53887 0,60714 0,38462
1 0,00751 0,11046 0,03260 1,00000 1,00000
p-valor (£0,00025)  (+0,00103)  (£0,00054)  (0,00000) (0,00000)
PIC 0,4391 0,4928 0,4198 0,4683 0,3242
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POPULACOES

Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale

MAF65
01 - - - - 0,024
02 - 0,012 0,014 - -
03 0,100 0,195 0,203 0,200 0,429
04 0,475 0,268 0,284 0,500 0,167
05 0,225 0,342 0,242 0,300 0,262
06 0,025 0,110 0,107 - 0,024
07 - 0,024 0,041 - 0,047
08 0,175 0,024 0,095 - 0,047
09 - 0,024 0,014 - -
N° alelos = 09
N 20 41 37 5 21
Ho 0,65000 0,73171 0,89189 0,60000 0,57143
He 0,70000 0,76874 0,80748 0,68889 0,73171
vl 0,29067 0,10640 0,24374 0,11535 0,18078
p-valor (£0,00126)  (£0,00086  (+0,00084)  (0,00100) (+0,00075)
PIC 0,6362 0,7218 0,7671 0,5478 0,6719
OARAE129
02 0,143 0,330 0,135 0,700 0,100
03 - - 0,077 - -
08 0,179 0,234 0,327 - 0,432
09 0,607 0,436 0,422 - 0,400
10 0,071 - 0,039 0,300 0,068
N° alelos = 05
N 29 47 26 5 15
Ho 0,53571 0,40426 0,38462 0,20000 0,26667
He 0,58442 0,65317 0,70211 0,46667 0,65977
il 0,60262 0,00000 0,00023 0,33753 0,00179
P (£0,00130)  (£0,00000) (£0,00005)  (+0,00145) (0,00013)
PIC 0,5298 0,5721 0,6355 0,3318 0,5676
OARFCB304
01 - 0,026 - - -
05 0,015 - - - -
07 - - - - 0,026
08 - 0,079 0,013 - 0,105
09 - 0,211 - - -
12 - - - - 0,026
13 0,162 0,053 0,622 0,500 0,553
14 0,234 0,316 - - 0,158
15 - 0,026 - - -
16 - - - 0,250 -
17 0,456 0,184 0,122 0,250 0,132
19 0,118 0,079 0,095 - -
20 - 0,026 0,027 - -
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POPULACOES
Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale
21 - - 0,080 - -
24 0,015 - 0,041 - -
N° alelos =15
N 34 19 37 2 19
Ho 0,55882 0,73684 0,51351 1,00000 0,36842
He 0,70676 0,82646 0,58867 0,83333 0,65718
vl 0,02321 0,10918 0,04192 1,00000 0,00000
p-valor (£0,00039)  (+0,00100) (£0,00052)  (0,00000) (0,00000)
PIC 0,6513 0,7797 0,5546 0,5547 0,6045
ILSTS11
01 0,167 0,278 0,250 0,500 0,222
02 - - - - 0,028
04 0,197 0,144 0,021 0,166 0,167
05 0,061 0,033 0,104 - -
06 0,045 0,133 0,125 - 0,222
07 0,045 0,056 0,167 0,167 -
08 0,485 0,356 0,333 0,167 0,361
N° alelos = 07
N 33 45 24 3 18
Ho 0,72727 0,68889 0,70833 1,00000 0,66667
He 0,70117 0,76205 0,78812 0,80000 0,76349
. 0,69757 0,20798 0,16433 1,00000 0,20019
p-valor (£0,00182)  (+0,00099) (+0,00133)  (+0,00000) (+0,00144)
PIC 0,6523 0,7156 0,7370 0,6204 0,6985
INRAG3
02 0,194 - 0,262 - -
04 0,011 - 0,024 - 0,045
05 0,489 0,633 0,381 - 0,772
06 0,136 0,112 0,024 - 0,115
07 - - - 0,625 0,045
08 - 0,010 - - -
09 0,068 0,112 0,106 - -
11 0,023 0,051 0,012 - -
12 0,034 0,082 0,024 0,375 0,023
15 0,011 - 0,012 - -
16 0,023 - 0,155 - -
17 0,011 - - - -
N° alelos =12
N 44 49 42 4 22
Ho 0,75000 0,42857 0,80952 0,25000 0,04545
He 0,70611 0,57101 0,75789 0,53571 0,39429
vl 0,59097 0,00410 0,71325 0,42607 0,00000
p-valor (£0,00080)  (+0,00023) (£0,00157)  (+0,00155) (0,00000)
PIC 0,6657 0,5367 0,7123 0,3589 0,3642
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POPULACOES

Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale

INRA35
01 - 0,010 - - -
02 0,109 0,031 0,052 - -
03 0,044 0,112 0,042 0,300 0,046
07 0,054 0,010 0,115 - 0,136
08 0,022 0,031 0,125 0,200 0,295
10 0,054 0,020 0,010 - 0,023
11 0,315 - 0,208 - -
12 0,217 0,255 0,281 0,100 0,250
13 0,044 0,245 0,146 0,100 0,250
14 0,086 0,031 0,021 0,100 -
15 0,022 - - - -
16 0,033 0,255 - 0,200 -
N° alelos =12
N 46 49 48 5 22
Ho 0,78261 0,75510 0,72917 0,80000 0,63636
He 0,83134 0,80202 0,83114 0,88889 0,78436
- 0,12223 0,01202 0,00002 0,61100 0,07199
p-valor (£0,00064)  (+0,00019) (£0,00001) (+0,00118)  (+0,00074)
PIC 0,8031 0,7636 0,8 0,7716 0,7278
BMS27
01 - - 0,143 - -
02 0,233 - 0,225 - -
03 - - 0,036 - -
04 0,384 0,444 0,095 0,500 0,406
05 0,336 0,333 0,286 0,500 0,438
06 0,012 0,056 0,048 - -
07 0,035 0,167 0,167 - 0,156
N° alelos = 07
N 43 45 42 3 16
Ho 0,62791 0,46667 0,78571 0,33333 0,50000
He 0,69166 0,66792 0,81612 0,60000 0,63911
vl 0,72528 0,03103 0,37987 1,00000 0,34990
p-valor (£0,00142)  (+0,00048) (+£0,00110)  (0,00000) (0,00165)
PIC 0,6210 0,5974 0,7795 0,3750 0,5386
OARFCB48
02 0,122 0,009 0,096 - 0,023
03 - 0,109 0,053 0,300 0,045
04 0,379 0,164 0,383 - 0,295
05 0,156 0,255 0,160 0,400 0,273
06 0,022 0,127 0,075 - 0,114
07 - - 0,011 - -
08 0,022 0,027 0,085 - 0,091
09 0,022 0,073 0,011 0,100 -
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POPULACOES

Loco/alelos
12
13
14
17
19

N° alelos =13

N
Ho
He

p-valor

PIC

ILSTS05
01
02
03
04
05
06
07
08
09

N° alelos =09

N
Ho
He

p-valor

PIC

OARFCB20
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
15
16

NF° alelos = 14

N

Fronteira
0,078
0,044

0,033
0,122

45
0,82222
0,80824
0,06723

(0,00054)

0,7801

0,014
0,071

0,029
0,086
0,414
0,157

0,229

35
0,54286
0,74865
0,00800

(0,00028)

0,7022

0,057
0,057
0,200
0,178
0,189
0,033

0,122
0,122

0,021

0,021

45

Fronteira Reb

0,046
0,091
0,027
0,018
0,055

55
0,74545
0,87173
0,00220

(0,00008)

0,8498

0,055
0,009
0,009
0,018
0,545
0,100

0,264

55
0,61818
0,62519
0,18375

(£0,00111)

0,5682

0,018
0,382
0,136
0,109
0,027
0,009
0,073
0,146
0,009
0,018
0,018
0,046
0,009

55

Serrana

0,053

47
0,70213
0,80302
0,24685

(0,00093)

0,7746

0,013
0,154

0,461
0,192
0,039
0,141

39
0,61538
0,71395
0,01141

(+0,00023)

0,6654

0,179
0,179
0,179
0,048

0,106
0,106
0,012
0,036
0,095
0,060

42

Serrana Reb

0,80000
0,77778
0,70682
(+£0,00123)
0,6454

0,100

0,400
0,300

0,200

5
0,60000
0,77778
0,70131

(£0,00137)

0,6454

0,500
0,100

0,200
0,100

Corriedale

22
0,59091
0,82030
0,00000

(0,00000)

0,7758

0,024
0,024

0,452
0,286

0,214

21
0,85714
0,68293
0,69705

(£0,00161)

0,6062

0,159
0,273
0,250
0,023

0,068
0,136
0,023

0,068

22
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POPULACOES
Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale
Ho 0,82222 0,76364 0,66667 0,40000 0,90909
He 0,86417 0,80050 0,87550 0,75556 0,82770
- 0,27067 0,19034 0,00026 0,04393 0,94534
p-valor (+0,00081  (£0,00049) (£0,00005)  (+0,00055) (+0,00051)
PIC 0,8378 0,7727 0,8503 0,642 0,7828
OMHC1
02 - 0,048 0,024 0,200 0,088
05 - - 0,037 - -
06 0,053 - 0,012 - 0,088
07 - 0,010 0,232 0,400 -
08 0,276 0,125 0,134 - 0,118
09 0,263 0,289 0,378 0,300 0,206
10 0,145 0,260 0,098 - 0,029
11 0,118 0,172 0,024 0,100 0,235
12 0,105 0,086 0,012 - 0,088
13 0,040 0,010 0,049 - 0,148
Ne alelos =10
N 38 52 41 5 17
Ho 0,65789 0,80769 0,82927 0,80000 0,47059
He 0,81474 0,80153 0,78019 0,77778 0,86809
vl 0,01113 0,65910 0,45152 0,07331 0,00024
p-valor (£0,00030)  (0,00139)  (£0,00078)  (+0,00059)  (£0,00005)
PIC 0,7770 0,7640 0,7418 0,6454 0,8235
ILSTS87
01 - 0,088 - 0,700 0,135
02 0,026 - 0,018 - -
03 0,205 0,221 0,446 - 0,182
04 0,256 0,191 - - -
05 - 0,073 0,018 0,200 0,182
06 0,039 0,015 - - 0,136
07 0,013 0,059 0,018 - 0,046
08 0,192 0,147 0,089 - 0,227
09 0,103 0,059 0,125 - 0,046
10 0,128 0,103 0,286 0,100 -
11 0,038 0,044 - - 0,046
Ne° alelos=11
N 39 34 28 5 11
Ho 0,58974 0,70588 0,42857 0,40000 0,45455
He 0,83516 0,87401 0,70714 0,51111 0,87879
e 0,00026 0,00356 0,00146 0,32782 0,00096
P (£0,00005)  (+0,00013) (£0,00011)  (+0,00144) (£0,00008)
PIC 0,8015 0,8462 0,6479 0,4102 0,8184
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POPULACOES

Loco/alelos Fronteira  Fronteira Reb  Serrana Serrana Reb Corriedale

SRCRSP05
01 - - - - 0,050
02 0,048 0,077 0,057 0,375 0,125
03 0,369 0,327 0,341 - 0,475
04 0,107 0,048 0,159 0,250 0,050
05 0,476 0,529 0,432 0,375 0,225
06 - 0,019 0,011 - 0,075
Ne¢ alelos = 06
N 42 52 44 4 20
Ho 0,42857 0,48077 0,38636 0,25000 0,35000
He 0,63081 0,61072 0,67633 0,75000 0,70641
_valor 0,00164 0,00662 0,00000 0,13893 0,00000
p (0,00011)  (£0,00023)  (£0,00000) (+0,00105)  (x0,00000)
PIC 0,5515 0,5384 0,6078 0,5815 0,6469
BM6526
02 0,023 - 0,011 - 0,023
04 - - 0,011 - -
05 0,047 0,077 0,011 0,100 0,068
06 0,209 0,106 0,156 0,100 0,386
07 0,023 0,038 0,089 - 0,023
08 0,035 - 0,011 - 0,068
09 0,256 0,298 0,133 0,100 0,227
10 0,314 0,433 0,511 0,600 0,136
11 0,070 0,038 0,033 - 0,023
12 0,023 0,010 0,011 0,100 -
13 - - 0,023 - -
14 - - - - 0,046
N¢ alelos =12
N 43 52 45 5 22
Ho 0,72093 0,76923 0,68889 0,60000 0,77273
He 0,79152 0,71060 0,69438 0,66667 0,78541
1 0,80000 0,11603 0,10198 0,59556 0,60799
p-valor (£0,00074)  (£0,00069) (+0,00037)  (+0,00135) (0,00079)
PIC 0,7509 0,6591 0,6577 0,5700 0,7389
No.médio.de 73,750 86,750 76,125 8,750 (+1,915) 36,250
copias génicas  (*15,830) (£25,000) (£14,778) (£8,513)
N (média) 36,875 43,375 38,0625 4,375 18,125
N°médio de 7,125 7,438 7,688 3,562 6,111
alelos (£2,527) (£2,851)  (¥2,301) (£1,153) (£1,537)
APS 0,333 0,366 0,331 0,361 0,362
Riqueza alélica 2,734 2,720 2,785 2,571 2,696
Ho (média) 0,64243 0,65387 0,65010 0,58646 0,48204
(£0,14124)  (£0,13305) (£0,16359)  (£0,26021)  (+0,24129)
He (média) 0,73148 0,72477 0,74457 0,69678 0,72871
(£0,09167)  (£0,10228) (£0,09168)  (£0,12223)  (+0,14741)
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Tabela 2.6. Valores de Fig e p-valor para os 16 marcadores do tipo microssatélites analisados nas cinco populagdes.

POPULACOES
Marcadores Fronteira Fronteira Rebanho Serrana Serrana Rebanho Corriedale
Fis p-valor Fis p-valor Fis p-valor Fis p-valor Fis p-valor
INRA23 0,0030 0,5763 -0,0120 0,6357 0,0660 0,2383 0,1720 0,4258 -0,0850 0,8425
MAF214 0,4160 0,0102 -0,1830 09229 0,1040 0,3285 -0,2860 1,0000 -0,2100 1,0000
MAF65 0,0730 0,3749 0,0490 0,3357 -0,1060 0,9501 0,1430 1,0000 0,2230 0,0595

OARAE129 0,0850 0,3158 0,3840 0,0003 0,4570 0,0003 0,6000 0,3359 0,6040 0,0009
OARFCB304 0,2120 0,0322 00,1110 0,2113 0,1290 0,1216 -0,3330 1,0000 0,4460 0,0016

ILSTS11 -0,0380 0,7230 0,0970 0,1481 0,1030 0,2238 -0,3330 1,0000 0,1300 0,2311
INRAG63 -0,0630 0,8415 0,2510 0,0045 -0,0690 0,8557 0,5710 0,4298 0,8870 0,0000
INRA3S 0,0590 0,2183 0,0590 0,2449 0,1240 0,0444 0,1110 0,4565 10,1920 0,0774
BM&27 0,0930 0,2189 0,3040 0,0026 0,0380 0,3616 0,5000 0,5982 0,2230 0,1753
OARFCB48  -0,0180 0,6808 0,1460 0,0056 0,1270 0,0382 -0,0320 0,7206 0,2840 0,0060
ILSTSO05 0,2780 0,0028 0,0110 0,5090 0,1400 0,0899 0,2500 0,3136 -0,2630 0,9883
OARFCB20 0,0490 0,2604 0,0460 0,2670 0,2410 0,0003 0,5000 0,0462 -0,1010 0,9223
OMHC1 0,1950 0,0113 -0,0080 0,6057 -0,0640 0,8573 -0,0320 0,7209 0,4660 0,0001
ILSTS87 0,2970  0,0001 0,1950 0,0053 0,3980 0,0006 0,2380 0,3342 0,4950 0,0006
SRCRSP05 0,3230 0,0034 0,2140 0,0230 0,4320 0,0000 0,7000 0,0875 0,5110 0,0002
BM6526 0,0900 0,1528 -0,0830 0,8917 0,0080 0,5309 0,1110 0,6194 0,0170 0,5355
Total 0,1230 0,0000 0,0990 0,0000 0,1290 0,0000 0,1730 0,0191 0,2330 0,0000
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A analise de variancia molecular (AMOVA) revelou que ha diferenga genética
entre todos os pares de populacdes e combinacdes entre elas (Tabela 2.7). A menor
diferenca (0,01921 ) foi estimada para o par Fronteira-Fronteira rebanho e as maiores
para os pares Fronteira-Serrana rebanho e Serrana-Serrana rebanho (0,09359 e 0,08037,

respectivamente.

Tabela 2.7. Porcentagem de diferenca entre as populagdes analisadas e o p-valor,
estimados pela AMOVA (Analysis of Molecular Variance): na diagonal de
baixo encontram-se os valores de Fsr e na de cima os p-valores. Os valores
em negrito indicam a maior e a menor diferenca genética entre pares de
populagdes.

OCLF OCLS OCLFR OCLSR ocC

0,00000+0,0000 0,00000+0,0000 0,00000+0,0000 0,00000+0,0000

OCLS  0,02647 otk 0,00000+0,0000 0,00000+0,0000 0,00000+0,0000
OCLFR 0,01921 0,03685 ootk 0,00762+0,0009 0,00000+0,0000
OCLSR 0,09359 0,08037 0,04621 ook 0,00950+0,0009
ocC 0,03625 0,04484 0,03040 0,05674 oAk

Da mesma forma, confirmando o observado com AMOVA, a arvore de
relacionamento do tipo rede de Neighbor joining (neighbor-net) demonstrou que ha uma
diferenca entre a populagdo do rebanho de conservacao e a externa a ele. Porém, um
dado suplementar que essa arvore revela ¢ que a Serrana do rebanho apresentou maior
similaridade com Corriedale, o que pode ser devido a ocorréncia de introgressdo génica
(Figura 2.2). O fato da populacdo Serrana do rebanho de conservacdo ser muito
pequena, pode ter interferido na maior diferenca genética entre ela e as demais. O
pequeno numero inicial de animais Serrana, que permaneceu desde 1991 como um
grupo teoricamente fechado, provavelmente, favoreceu a ocorréncia do efeito de

“gargalo” (bottleneck) nessa populagao.
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Tabela 2.8 Variacdo genética em diferentes niveis, entre e dentro ovinos crioulos
lanados e a raga Corriedale. Andlise de variancia molecular (AMOVA) e
valores de Fst que correspondem a variancia entre as populagdes; p<0,001.

Estrutura Fonte de variacao Variacao(%) Fsr
GL
Entre populagdes 1 3,06
OCLF x OCLFR Dentro das populagdes 202 96,94 0,03063
Entre populagdes 1 6,07
OCLS x OCLSR Dentro das populagdes 104 93,93 0,06071
Entre populagdes 1 6,29
OCLFR x OCLSR Dentro das populagoes 118 93,71 0,06288
OCLF, OCLS, OCLFR Entre populagdes 3 5,03 0.05029
e OCLSR Dentro das populagdes 306 94,97 ’
OCLF, OCLS, OCLFR, Entre populagdes 4 3,90 0.03902
OCLSR e OC Dentro das populagdes 349 96,10 ’
Entre populagdes 1 4,71
OCLFe OC Dentro das populagdes 136 95,29 0,04710
Entre populag¢des 4,43
OCLER ¢ OC Dentro das populagdes 95,57 0,04429
Entre populagdes 1 5,62
OCLS e OC Dentro das populagdes 138 94,38 0,05622
Entre populag¢des 7,00
OCLSR ¢ OC Dentro das populagdes 93,00 0,07002
OCLs
ac
OCLF
OCLFFR

OCLSR

Figura 2.2 Arvore de relacionamento do tipo Neighbor net entre ovinos crioulos lanados
e a raca Corriedale.

80



Capitulo II — Representatividade do rebanho de conservacao do ovino crioulo lanado

A figura 2.2 mostra o diagrama da primeira e segunda coordenadas principais,
que responderam por cerca de 92% da variacdo observada entre as populacdes. A
primeira coordenada representou 74% e a segunda 18% do total da variabilidade. O eixo
X mostrou a separacdo entre as populacdes Serrana e Serrana rebanho, enquanto que a
segunda separou as demais populagdes, incluindo a raca Corriedale. Essa coordenada
evidenciou uma maior similaridade entre as populagdes do ecétipo Fronteira com a raga

Corriedale, sugerindo introgressdo génica.

Fronteira (rebanho)

onr— '

. Fropteira

Cor{ﬁdale ES

Dim-2 uuu—a ---------------------------------------------------------------
Serranadsebanho)

-007—

Serrana

-030 -0.15 000 015 030
Diru-1

Figura 2.3 Diagrama das duas primeiras coordenadas principais mostrando o
relacionamento entre as duas populagdes de OCL raga Fronteira, as duas

OCL ecotipo Serrana e a raga Corriedale.
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5. CONCLUSOES

v'Os resultados da andlise por meio de marcadores microssatélites autossdmicos
evidenciaram que o rebanho de conserva¢do da Embrapa Pecuaria Sul ndo representa
toda a variabilidade genética da raga Fronteira e do ec6tipo Serrana. Além disso, os
animais do rebanho de conservagdo tém mais introgressdo da raga Corriedale que os
animais de fora dessa populagdo.

v'Com base nos dados, foi observado que ha diferenga genética entre a

populacao do rebanho de conservagao e a externa a ele.
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CAPITULO III

Divergéncias e similaridades genéticas entre o ovino crioulo
lanado brasileiro — Fronteira, Serrana e Zebua — e a raca

Corriedale
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1. INTRODUCAO

Como ja comentado na Introdugdo Geral, o conceito de raga em zootecnia € distinto
do conceito em biologia. De acordo com a definicao da FAO, refere-se a um grupo de gado
com caracteristicas externas definidas ou identificaveis, que se distingue morfologicamente
de outros grupos similares da mesma espécie. Pode ser, também, um grupo para o qual
houve separagdo geografica e/ou cultural de outros fenotipicamente similares. Em ambos os
casos, a identidade da raga ¢ aceita, isto é, a raga ¢ reconhecida oficialmente, no caso do
Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Os ecdtipos podem dar
origem a racas zootécnicas, e neste processo podem ser considerados transi¢des, desde que o
padrao seja estabelecido pelos criadores e que cruzamentos sejam evitados entre animais de
grupos genéticos diferentes.

Os ovinos Crioulos Lanados brasileiros sdo classificados, com base na morfologia,
em quatro ecdtipos: Fronteira, Serrana, Zebua e Comum (Vaz, 1999). Os ecotipos mais
difundidos entre os criadores sdo Fronteira e Serrana. O Zebua era encontrado,
principalmente, no Estado do Parana, de onde desapareceu devido a incentivos fiscais para a
criacdo de racas comerciais. Este ecotipo foi introduzido no Estado do Mato Grosso do Sul,
para onde foram levados por produtores que migraram para la, motivados pela expansdo da
fronteira agricola e pecuaria. O ecotipo Comum, também conhecido como Ordinario, nao ¢
encontrado no Rio Grande do Sul ha pelo menos quatro décadas (Vaz, 1999). Enquanto que
o ecotipo Fronteira, o maior efetivo entre os Crioulos Lanados, foi oficialmente reconhecido
como raga em 2001. O Serrana concentra sua criagdo no nordeste do Rio Grande do Sul e
Planalto Catarinense.

O incentivo a criacdo de racas melhoradas, bem como o cruzamento de ovinos
crioulos com estas, reconhecidamente mais produtivas, teve como conseqliéncia a
diminui¢ao do efetivo populacional do ovino Crioulo Lanado-OCL. Visando prevenir da
extin¢do destes animais, foram somados esforgos para formacdo, pela EMBRAPA, de um
rebanho de conservacdo, o qual ¢ mantido ha mais de duas décadas em uma de suas
Unidades de Pesquisa, Embrapa Pecuaria Sul, na cidade de Bagé/RS, na época Embrapa
Ovinos. Para avaliar a diversidade do OCL e a variabilidade atual dos animais do rebanho de
conservagdo, foram utilizados 16 marcadores genéticos autossomicos do tipo
microssatélites.

Torna-se relevante avaliar a diversidade genética dos OCL e destes com a

Corriedale, raca comercial mais difundida entre os criadores de ovinos do sul do Brasil, a
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fim de verificar a introgressao génica desta na raga e ecotipos crioulos. Os resultados visam
auxiliar a escolha de animais que devem permanecer no rebanho de conservagiao e o manejo
reprodutivo do mesmo. Adicionalmente, os produtores terdao condi¢des de decidir com base

em dados moleculares que animais devem criar.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar a diferenca no perfil genético entre os ecotipos Fronteira, Serrana e Zebua, e

destes com a raga Corriedale.

Objetivos especificos
1. Estimar as freqiiéncias alélicas para nove marcadores microssatélites (OarAE129,
ILSTS11, INRA63, INRA35, OarFCB48, ILSTS05, OMHCI, ILSTS87 e
SRCRSPO05) nos ecotipos de OCL — Serrana e Zebua, na raca Fronteira e na raga
Corriedale; verificar se as populagdes estdo em equilibrio de acordo com o
proposto por Hardy-Weinberg;
2. Estimar a heterozigose observada e esperada e o conteudo de informacdo de
polimorfismo (PIC) para cada marcador analisado;
3. Utilizar os dados obtidos para comparacdes e estimativas de:
a. AMOVA, indice de estruturagdo populacional (FST) e o teste de significancia
do mesmo para comparar os ovinos crioulos e esses com a raca Corriedale;
b. Diversidade génica intrapopulacional (Nei, 1972), para cada loco e para os

ovinos crioulos e Corriedale;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e analises laboratoriais

Foram incluidos nas andlises deste capitulo 102 animais do ecdtipo Fronteira
(OCLF), 53 do Serrana (OCLS), 39 do Zebua (OZ) ¢ 22 de Corriedale (OC). As amostras
de sangue dos animais do ecotipo Zebua foram coletadas em propriedades particulares
situadas no Pantanal Mato-Grossense e enviadas por correio para processamento na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia. A metodologia de extragdo do
DNA foi descrita no Capitulo 2. As analises laboratoriais, também descritas no Capitulo 2,
incluiram neste capitulo nove marcadores: OarAE129, ILSTS11, INRA63, INRA3S5,
OarFCB48, ILSTS05, OMHCI1, ILSTS87 e SRCRSPOS.

3.2 Analise estatistica

Para a caracterizagdo de cada raga e ecotipos foram estimadas as freqii€éncias génicas,
heterozigose esperada (He) e observada (Ho) e a probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (p) utilizando o programa Arlequim 3.0 (Schneider et al, 2000). As
diversidades alélicas por loco e por populagdo foram obtidas por contagem manual. O
conteudo de informagao polimérfica (PIC) por loco foi estimado usando o programa Cervus
(Marshall et al., 1998).

A verificagdo de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (p) foi realizada
considerando um a de 5%. Quando as populacdes apresentaram desequilibrio para algum
marcador, a corregdo de Bonferroni foi empregada com valor de a menor (0,003; 0,05/16).
O indice de endogamia, Fis, € seu p-valor foram estimados, utilizando o software FSTAT
(Goudet, 2002).

As freqiliéncias alélicas encontradas para as populagdes foram utilizadas para gerar
matrizes de distancia, utilizando a distancia genética de Nei (1972), construidas pelo
programa GENDIST do pacote PHILIP (Felsenstein, 1993). A fim de simplificar a
interpretacdo das distancias obtidas entre todas as populagdes, as matrizes de distancia
foram utilizadas para a construcdo de graficos de coordenada principal pelo programa
NTSYS (Rohlf, 1998). A analise de componentes principais (PCA) e outras dela derivadas,
como a andlise de coordenada principal (PCO), sao formas de simplificacdo de dados

multivariados.
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A estrutura das populacdes entre e dentro dos ecotipos foi avaliada pela AMOVA e
pela estrutura obtida com o software Structure (Pritchard et al., 2000). A AMOVA foi
utilizada para quantificar o quanto da variagdo observada foi devido a variagdo inter e intra
ecotipos e destes com a raca Corriedale, a partir de valores de Fst, A diversidade genética
entre as populagdes (Fst) € a Andlise de Variancia Molecular foram estimadas utilizando o
programa Arlequim 3.0 (Schneider ef al., 2000).

A partir do software Structure foi inferido o nimero mais provavel de populagdes em
que os gendtipos analisados poderiam ser divididos. Este software estima a probabilidade de
um dado genoétipo pertencer a uma determinada populagdo e assume que as populagdes
analisadas estejam em EHW. Os alelos, para cada loco, sdo amostrados para cada individuo
de acordo com a propor¢ao do seu genoétipo em uma dada populagdo. O software Structure
usa o método de cadeia de Markov e simulagdes de Monte Carlo (Guo & Thompson, 1992)
para estimar as permutagdes que irdo gerar a distribui¢do de probabilidade para cada

parametro analisado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdes genéticas de ragas de animais zootécnicos vém sendo conduzidas com o
objetivo de buscar métodos para alocagao racial, assim como também para detec¢ao de
introgressdo e mesticagem (Paiva, 2005; Egito, 2007). No presente trabalho trés tipos
morfoldgicos distintos do ovino crioulo lanado brasileiro foram comparados para verificar se
a classificagdo em ecoOtipos que se baseia em caracteristicas morfologicas, em geral de
heranga poligénica multifatorial, reflete diferengas genéticas entre eles.

Na Tabela 3.1 estdo apresentadas as freqiiéncias alélicas e o teste de aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg estimados para as populagdes analisadas com nove
marcadores do tipo microssatélites autossomicos, para a ragca Fronteira, dois ecotipos de
ovino crioulo lanado e comparacdo com a raca Corriedale. Sdo apresentados também
parametros de variabilidade genética, incluindo heterozigose observada e esperada por loco
e média, nimero de alelos (méximo e médio) e contetido de informagdo de polimorfismo
(PIC).

Os nove locos analisados apresentaram polimorfismo em todas as populagdes e
média global de alelos de 7,25 (£2,364). O loco OarFCB48 apresentou a maior média de
nimero de alelos (9,50) e 0 OarAE129, a menor (3,75). A raga Fronteira apresentou a maior
média de alelos por loco (8,67) e Corriedale a menor (6,11), seguido pelo ecdtipo Zebua
(6,44) (Tabela 3.1).

Para a maioria dos locos os valores de heterozigose observada (Ho) foram menores
que a heterozigose esperada (He), o que sugere excesso de homozigotos nas populagdes
analisadas. O menor valor de Ho foi 0,35 para OarAE129, em Zebua, € o maior 0,8571 para
ILSTS87, em Corriedale. O menor valor de PIC foi observado para o marcador OarAE129
em Zebua (0,305), e o maior para OarFCB48 em Fronteira (0,845) (Tabela 3.1).

Um parametro de similaridade/diferenca entre as populagdes ¢ a proporc¢ao de alelos
compartilhados. Para os marcadores STRs analisados, a raca Fronteira e o ecotipo Serrana
compartilharam 11,11% dos alelos, percentual igual ao observado quando foram
comparados a raca Corriedale. A inclusao do ecotipo Zebua aumentou o percentual de
alelos compartilhados com Corriedale para 42,22%. Este percentual diminuiu
consideravelmente quando foram comparadas as crioulas entre si (7,78%) e, também,
Fronteira e Serrana com Corriedale (11,11%) (Tabela 3.2).

A aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), considerando um a de 5% foi

observado em apenas um loco, o ILSTS11, para todas as populagdes. Apresentaram
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equilibrio, em pelo menos uma das populagdes: INRA63, INRA35, OarFCB48 e ILSTS87 e
fora do equilibrio em pelo menos duas: INRA63, OarFCB48, ILSTS87. As populacdes que
apresentaram maior numero de locos fora do equilibrio foram Corriedale (sete locos) e
Fronteira (seis locos), seguida por Serrana (cinco locos) e Zebua com menor numero de
locos fora do equilibrio (4 locos). Apos a correcdo de Bonferroni, para um valor de a igual
a 0,003, trés locos continuaram fora do equilibrio para todas as populagdes: OarAE129,
INRA35 e SRCRSPOS5; e ainda, INRA63, INRA35 e SRCRSPO05, no ecédtipo Zebua,
OarAE129, INRA3S5, ILSTS87, SRCRSP05, no ecdtipo Serrana e; OarAE129, INRA3S,
INRA63, OarFCB48, ILSTS87 ¢ SRCRSPO05, na raga Fronteira. Os locos INRAG63,
OarFCB48 apresentaram equilibrio, apds Bonferroni, apenas na populagdo Serrana.

O maior valor de Fis foi observado na raga Corriedale (0,346) e o menor na raga
Fronteira (0,150). Os valores estimados de Fig mostram que ha endogamia em todas as
populacdes (p<0,05). Isso significa que os ovinos crioulos lanados e a raca Corriedale

apresentam excesso de homozigoto, ou seja, consangiiinidade (Tabela 3.3).
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Tabela 3.1 Freqiiéncias alélicas, nimero de alelos (maximo e médio), tamanho amostral por
marcador (N) e médio, heterozigose observada por loco (Ho) e média (Ho média)
e esperada por loco (He) e média (He média), valor de p para aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg, conteido de informagdo de polimorfismo (PIC)
com relacdo a nove marcadores do tipo microssatélites autossomicos em trés
ecotipos de ovino crioulo lanado em comparagdo com a raga comercial

Corriedale.
Lo(c)(leli’g[])zull; g a0 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 4 5 2 4
3,750 (£1,258)
Alelos
02 0,260 0,226 - 0,100
03 - 0,065 - -
08 0,213 0,274 0,750 0,433
09 0,500 0,403 0,250 0,400
10 0,027 0,032 - 0,067
N 75 31 18 15
Ho 0,453 0,355 0,167 0,267
He 0,640 0,718 0,386 0,660
0,00032 0,00005 0,03145 0,00243
p-valor (+0,00005) (£0,00002)  (+0,00052) (+0,00015)
PIC 0,573 0,654 0,305 0,568
ILSTS11 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 6 6 5 5
5,500 (+0,577)
Alelos
01 0,231 0,278 0,232 0,222
03 - - - 0,028
04 0,167 0,037 0,207 0,167
05 0,045 0,093 - -
06 0,096 0,111 0,183 0,222
07 0,051 0,167 0,024 -
08 0,410 0,315 0,354 0,361
N 78 27 41 18
Ho 0,705 0,741 0,683 0,667
He 0,742 0,788 0,753 0,763
0,32445 0,47225 0,15864 0,21926
p-valox (0,00005) (+0,00151)  (£0,00094)  (+0,00122)
PIC 0,700 0,739 0,700 0,699
INRAG63 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 11 9 10 5
8,750 (£2.630)
Alelos
01 - - 0,061 -
02 0,091 0,239 0,439 -
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03 - - 0,030 -
04 0,005 0,022 - 0,045
05 0,565 0,402 0,091 0,773
06 0,124 0,022 0,045 0,114
07 - - - 0,045
08 0,005 - 0,015 -
09 0,091 0,130 0,121 -
11 0,038 0,011 0,091 -
12 0,059 0,022 0,045 0,023
14 - - 0,061 -
15 0,005 0,011 - -
16 0,011 0,141 - -
17 0,005 - - -
N 93 46 33 22
Ho 0,581 0,761 0,667 0,045
He 0,640 0,751 0,775 0,394
0,01669 0,50119 0,00797 0,00000
p-valor (+0,00021) (+0,00088)  (+0,00024) (+0,00000)
PIC 0,620 0,706 0,745 0,364
INRA35 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 12 10 7 6
8,750 (£2,754)
Alelos
01 0,005 - - -
02 0,068 0,047 - -
03 0,079 0,066 0,039 0,045
07 0,032 0,104 - 0,136
08 0,026 0,132 0,224 0,295
09 - - 0,039 -
10 0,037 0,009 0,013 0,023
11 0,153 0,189 0,105 -
12 0,237 0,264 0,447 0,250
13 0,147 0,142 0,132 0,250
14 0,058 0,028 - -
15 0,011 - - -
16 0,147 0,019 - -
N 95 53 38 22
Ho 0,768 0,736 0,711 0,636
He 0,864 0,847 0,728 0,784
0,00000 0,00000 0,00397 0,07691
vl (0,00000) (+0,00000)  (+0,00017)  (+0,00081)
PIC 0,845 0,820 0,682 0,728
OARFCB48 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 12 11 7 8
9,500 (£+2.380)
Alelos
02 0,060 0,087 - 0,023
03 0,060 0,077 0,146 0,045
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04 0,260 0,346 0,012 0,295
05 0,155 0,183 0,305 0,273
06 0,135 0,067 0,329 0,114
07 - 0,010 0,085 -
08 0,025 0,077 0,061 0,091
09 0,050 0,019 - -
12 0,060 0,067 - -
13 0,070 - 0,061 -
14 0,015 - - -
17 0,025 0,019 - 0,068
19 0,085 0,048 - 0,091
N 100 52 41 22
Ho 0,780 0,712 0,683 0,591
He 0,868 0,823 0,772 0,820
0,00476 0,15887 0,02778 0,00000
p-valor (+0,00016) (+0,00077)  (£0,00047)  (+0,00000)
PIC 0,850 0,797 0,727 0,776
ILSTS05 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 8 6 6 5
6,250 (£1,258)
Alelos
01 0,006 - - -
02 0,061 0,011 0,200 0,024
03 0,006 - - 0,024
04 0,017 0,148 0,043 -
05 0,044 - - -
06 0,494 0,455 0,457 0,452
07 0,122 0,205 0,029 0,286
08 - 0,034 0,029 -
09 0,250 0,148 0,243 0,214
N 90 44 35 21
Ho 0,589 0,614 0,429 0,857
He 0,676 0,715 0,699 0,683
0,06125 0,02418 0,00607 0,69386
p-valox (+0,00082) (+0,00035)  (£0,00022)  (+0,00124)
PIC 0,628 0,666 0,640 0,606
(0)\%15(0) Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 9 10 9 8
9,000 (+0,816)
Alelos
02 0,028 0,043 - 0,088
05 - 0,033 0,014 -
06 0,022 0,011 0,108 0,088
07 0,006 0,250 - -
08 0,189 0,120 0,162 0,118
09 0,278 0,370 0,311 0,206
10 0,211 0,087 0,149 0,029
11 0,150 0,033 0,122 0,235
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12 0,094 0,011 0,027 0,088
13 0,022 0,043 0,095 0,147
15 - - 0,014 -
N 90 46 37 17
Ho 0,744 0,826 0,811 0,471
He 0,814 0,781 0,830 0,868
0,26256 0,21682 0,16182 0,00086
p-valor (+0,00108) (+0,00078)  (+0,00089) (+0,00009)
PIC 0,828 0,744 0,797 0,824
ILSTSS87 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 11 8 8 8
8,750 (+1,500)
Alelos
01 0,041 0,106 - 0,136
02 0,014 0,015 - -
03 0,212 0,379 0,079 0,182
04 0,226 - 0,079 -
05 0,034 0,045 0,026 0,182
06 0,027 - 0,132 0,136
07 0,034 0,015 0,026 0,045
08 0,171 0,076 0,342 0,227
09 0,089 0,106 - 0,045
10 0,110 0,258 0,263 -
11 0,041 - 0,053 0,045
N 73 33 19 11
Ho 0,644 0,424 0,842 0,455
He 0,854 0,771 0,801 0,879
0,00000 0,00000 0,90368 0,00476
p-valox (+0,00000) (+0,00000)  (+0,00087)  (+0,00017)
PIC 0,831 0,727 0,750 0,818
SRCRSP05 Fronteira Serrana Zebua Corriedale
N total alelos = 05
N médio alelos = 5 5 4 6
5,000 (+ 0,816)
Alelos
01 - - - 0,050
02 0,064 0,083 0,032 0,125
03 0,346 0,313 0,274 0,475
04 0,074 0,167 0,032 0,050
05 0,505 0,427 0,661 0,250
06 0,011 0,010 - 0,050
N alelos = 06
N 94 48 31 20
Ho 0,457 0,375 0,097 0,350
He 0,619 0,692 0,493 0,706
| 0,00008 0,00000 0,00000 0,00006
p-valor (+0,00003) (+0,00000)  (+0,00000)  (+0,00002)
PIC 0,547 0,630 0,418 0,647
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Tabela 3.2 Alelos compartilhados, por loco, entre ovinos crioulos lanados e a raga

Corriedale. OCLF (ovino crioulo lanado Fronteira), OCLS (ovino crioulo lanado

Serrana), OZ (ovino crioulo lanado Zebua) e OC (ovino Corriedale).

opulacoes OCLF OCLF x OCLF x OCLF xOCLS OCLFx OCLSx
Locos OCLSx0Z OCLSxOC x 0Zx 0OC 0oz (077
OCLS

OarAE129 - - 2 8e9

ILSTS11 5 7 - 1,4,6¢8

INRA63 15e16 2,9¢e11 4 5,6e12

INRA35 2,14¢ 11 7 3,8,10,12¢ 13

16

OarFCB48 9el2 - 2,17e19 3,4,5,6e8 13 7

ILSTSO05 - 4 - 2,6,7¢9 8

OMHC1 7 - 2 6,8,9,10,11,12 5
el3

ILSTS87 2 10 le9 3,5,7¢8 4

SRCRSP05 - - 6 2,3,4¢e5

% total 11,11 7,78 11,11 42,22 2,22 3,33

Tabela 3.3 Valores de Fig por marcador genético e respectivo p valor para as populacdes de

ovinos crioulos lanados e da ragca Corriedale. Menor e maior valor de Fig em negrito.

\W Fronteira Serrana Zebua Corriedale

Marcadores Fis p Fis p Fis P Fis P
OARAEI1 0,294 0,0004 0,510 0,0000 0,575 10,0333 0,604 0,0010
ILSTS1 0,049 0,2511 0,061 0,3375 0,095 0,1864 0,130 0,2341
INRAG63 0,104 0,0420 -0,014 0,6368 0,141 0,0565 0,887 0,0000
INRA35 0,111 0,0056 0,132 0,0205 0,024 04637 0,192 0,0771
OARFCB 0,101  0,0066 0,137 0,0182 0,116 0,1080 0,284 0,0068
ILSTSO 0,129 0,0284 0,143 0,0703 0,390 0,0002 -0,263 0,9877
OMHCI1 0,086 0,0576 -0,058 0,8501 0,023 0,4465 0,466 0,0001
ILSTS8 0,247  0,0000 0,454 0,0000 -0,053 0,7864 0,495 0,0005
SRCRSP 0,262 0,0004 0,461 0,0000 0,806 0,0000 0,511 0,0002
Total 0,150 0,0000 0,197 0,0000 0,187 0,0000 0,346 0,0000
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A arvore de relacionamento do tipo Neighbor joining, obtida utilizando a matriz de
distancia genética de Nei (1972), estd apresentada na Figura 3.1. Pode-se observar que todos
os valores de bootstrap sao altos. O dendrograma indica que o ecétipo mais diferenciado foi
o Fronteira, que se encontra em um ramo a parte das demais populagdes. Observa-se
também um agrupamento formado por Zebua e Corriedale sugerindo maior similaridade

entre estes.

OCLF
— 99 oz
oc
g OCLS

Figura 3.1 Dendograma obtido a partir da distancia genética de Nei (1972), com a analise
de nove marcadores microssatélites autossdmicos, mostrando a relagdo entre ovinos
crioulos lanados brasileiros e a raga Corriedale.

O diagrama de coordenadas principais, a partir de nove locos, mostrou que 75,08%
da variabilidade entre as populagdes foram representados na primeira coordenada e 20,97%
na segunda. Fronteira e Serrana ficaram posicionadas no mesmo quadrante, o que reflete que
houve maior similaridade entre estes. Zebua ficou posicionado em um quadrante isolado dos

demais, assim como Corriedale (Figura 3.2)

tronteira

T T T T T t T T T T T
Dim-1

Figura 3.2 Diagrama das duas primeiras coordenadas principais mostrando o
relacionamento entre os OCL e raga Corriedale. A— Fronteira; B— Serrana; C—
Zebua e D— Corriedale.
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O programa Structure realiza uma avalia¢do individual. Por esse motivo, ¢ possivel
diferenciar as duas sub-populacdes que compde as populacdes Fronteira e a Serrana,
populagdo do rebanho de conservagdao e de particulares. Nas Figuras 3.3 e 3.4 estdo
representados 222 animais das quatro populagdes (OCL Fronteira, OCL Serrana,
OCorriedale ¢ OZebua) analisadas pelo programa Structure. Cada um dos animais ¢
representado por uma linha vertical dividida em segmentos, classificado pela cor e tamanho
correspondente a proporcao relativa do seu genoma e de acordo com um agrupamento. As
populagdes foram separadas por linhas pretas verticais em: raga Fronteira (inclui a
populacdo de fora, na primeira metade, e a do rebanho de conservagdo, na segunda metade;
nesta ordem); ecotipo Serrana (inclui a populacdao do rebanho de conservacdo e a de fora;
nesta ordem); raga Corriedale € o ecotipo Zebua. As populagdes Fronteira e Serrana de fora
do rebanho foram representadas, em sua maioria, pela cor vermelha enquanto que as do
rebanho de conservacdo em azul, semelhante a Corriedale. O ecoOtipo Zebua foi
representado pela cor verde (Figura 4.3).

A composi¢ao obtida com K igual a trés (trés grupos parentais) (Figura 3.3) sugeriu
que as populacdes estdo bastante miscigenadas com a raca Corriedale, representada pela cor
azul. A primeira metade da populagdo 1 corresponde aos animais de fora do rebanho de
conservagdo, seguido na segunda metade pelos animais do rebanho. A diferenga entre a
primeira e a segunda metade da populacao 1 sugeriu que o rebanho de conservacao recebeu
maior introgressao de Corriedale. As populagdes Fronteira e Serrana de fora do rebanho
apresentaram menor introgressdo, embora tenham sido observados alguns animais com
introgressao maior. O ecdtipo Zebua apresentou composi¢do genética distinta dos demais
ecotipos, com menos introgressao de Corriedale.

Quando foi assumido o valor de K igual a quatro (Figura 3.4), foram observadas
areas comuns as populagdes, o que pode indicar similaridade ou ancestrais em comum. A
populacdo Fronteira do rebanho de conservacdo foi a mais similar a raga Corriedale. Por
outro lado, a de fora do rebanho apresentou alguns animais com similaridade maior com
Corriedale, enquanto que em outros a similaridade foi maior com o ecétipo Serrana de fora
do rebanho; ou seja, a populacao Fronteira de fora do rebanho mostrou-se miscigenada com
Serrana de fora do rebanho, ¢ também com Corriedale. Da mesma forma, animais Serrana
do rebanho de conservagdo, representados por cinco animais ndo aparentados, foram
similares aos Fronteira do rebanho. Pode-se visualizar padroes complexos de miscigenacao
entre as populagdes Fronteira, Serrana e Corriedale; novamente Zebua manteve-se como a

populacao mais dissimilar em relagdo as outras. Nas duas figuras pode ser observado que a
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populacdo Fronteira do rebanho de conservagdo ¢ a mais miscigenada com a raga

Corriedale.

1.00
0.20
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0.40

0.20

0.00
A B C D E F

Figura 3.3 Analise do Structure considerando K = 3. A— Fronteira; B— Fronteira Rebanho;
C- Serrana Rebanho; D— Serrana; E— Corriedale; F— Zebua.
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Figura 3.4 Analise do Structure considerando K = 4. A— Fronteira; B— Fronteira Rebanho;
C- Serrana Rebanho; D— Serrana; E— Corriedale; F— Zebua.
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5. CONCLUSOES

v'De acordo com os dados apresentados, ha diferenga significativa entre a raga Fronteira

e os dois ecdtipos do ovino Crioulo Lanado analisados, Serrana e Zebua.

v’ A populagio Fronteira do rebanho foi a mais miscigenada com a raga Corriedale. Em

todas as analises o ec6tipo Zebua foi o mais dissimilar entre os crioulos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de RAPD detectou diferenca genética estatisticamente significativa entre os
seis grupos da raca Fronteira e o gupo do ecodtipo Serrana que compdem o rebanho de
conservagao da Embrapa Pecudria Sul, evidenciando subestruturagao;

Para uma melhor representatividade da raca Fronteira e do ec6tipo Serrana no rebanho
de conservacao da Embrapa Pecuaria Sul sugerimos que sejam incentivados programas de
introgressao de alelos ausentes no referido rebanho;

Sugere-se, também, que seja formado um rebanho de conservagao do ecotipo Zebua, o
qual ocorre em area geografica distinta da que era encontrado ha varios anos atrds e mostrou-

se geneticamente dissimilar de Fronteira e Serrana;

Similarmente a raga Fronteira, deverdao ser somados esfor¢os para que a criagao de
animais dos ecétipos Serrana e Zebua seja incentivada e que estes possam ser, futuramente,

reconhecidos como raga; especialmente o Zebua, o mais dissimilar entre os crioulos.
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10.

11.

ANEXO 1
EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS (adaptada de Miller et. al., 1988)

Em tubos Falcon de 15 ml, utilizar 13 ml do tampao para lise de hecaceas (blood lysis
buffer) 1x com o pellet de leucdcitos da amostra a ser extraido o DNA; homogeneizar e
colocar em gelo picado por 30 minutos, a fim de lisar as heméacias aderidas;

Apos este periodo, centrifugar por 10 minutos a 2.500 rpm e descartar o sobrenadante
(repetir esta etapa até o sedimento, pellet, ficar isento de hemadcias);

Ressuspender o pellet em 5 ml do tampao para lise do nucleo (nucleus lysis buffer) 1x
e levar ao agitador (vortex),

Adicionar 35 ul de proteinase K (20 mg/ml) e misturar cuidadosamente. Em seguida,
adicionar 500 pl de SDS 10%, misturar cuidadosamente e incubar por uma noite a 56
°C. A solugdo devera estar clara e viscosa pela manha;

Adicionar 1,67 ml de NaCl saturado (6M), misturar vagarosamente por 15 segundos e
centrifugar por 20 minutos a 3.000 rpm,;

Transferir o sobrenadante para outro tubo tipo Falcon e centrifugar novamente por 20
minutos a 3.000 rpm;

Transferir o sobrenadante para outro tubo Falcon e precipitar o DNA adicionando
etanol absoluto, a temperatura ambiente, duas vezes o volume;

Verter vagarosamente o tubo e pescar o DNA enovelado depositando-o em tubo
eppendorf com 1 a 1,5 ml de etanol a 70% (temperatura ambiente), centrifugar por 3
minutos a 10.000 rpm;

Retirar o etanol e deixar o DNA secar a temperatura ambiente. Apds seco, dissolver o
DNA em TE 10;1 (pH 7,6) em volume estimado para o tamanho do enovelado
extraido, em torno de 1 a 1,5 ml;

Encubar a 65 °C por 15 a 30 minutos para evitar contaminagdo por DNase e deixar uma
noite a 37 °C no homogeneizador (mixer), para diluicio do DNA de forma homogénea
na solugao.

Guardar as amostras a 4 °C até a quantificagdo, e depois de quantificado guardar a -20
°C.
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