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ORGANIZACAO DA TESE

A presente tese esta composta de uma Introdugabegenais trés capitulos a serem
enviados para publicacdo: “Desenvolvimento de umebale microssatélites para teste de
paternidade em caprinosCépitulo 1), “Diversidade e estrutura genética de populacdes
caprinas locais brasileiras e exétic§8apitulo Il) e “Uso de inferéncia classica e bayesiana
para analise das relacdes genéticas e estudo miduestgenética de populacbes caprinas
através de marcadores microssatelit€agitulo I11).
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Breve historico sobre a caprinocultura

A cabra domésticalapra hircug teve sua domesticacdo no Médio Oriente. E hoje,
pelo fato de prosperar em ambientes agressivospeut=a disponibilidade forrageira, muitas
vezes é considerada “a vaca pobre do homem” (Matldugrandley, 2001). Entretanto, estes
animais possuem um importante papel na historidndaanidade, tanto na alimentacéo,
fornecendo leite, carne, peles, assim como animastimacdo. Segundo Pringles (1998), os
caprinos sao considerados os primeiros animaisseasdomesticados pelos humanos no
Periodo Neolitico, ha de 10.000 anos.

Os animais domésticos encontrados hoje foram foomagubr séculos de selecéo
praticada pelo homem e selecdo natural. Estes enforam selecionados para uma ampla
condicdo ambientais, de acordo com as necessithatesnas. Atualmente a selegdo de um
pequeno numero de racas consideradas altamentgtipesdtém causado o declinio de outras
racas (Maudet et al., 2002).

Alguns trabalhos tentam demonstrar a historia dgeor dos caprinos, através de
estudos realizados por DNA mitocondrial, avaliarmdoestruturas filogeogréaficas, como os
trabalhos de Luikart et al. (2001) e Joshi et 2004). Estes estudos demonstraram que 0s
caprinos acompanharam os movimentos migratériogpmmtdrios do homem, o que pode
ser verificado pela fraca estruturacdo genéticagndo comparados a outros animais
domeésticos, como 0s bovinos, animais estes que estbciados a sistemas de producao
organizados.

Os animais nativos ou locais sdo consideradostadiap ao ambiente onde se
formaram, possuindo combinacdes genéticas queolifere adaptacéo especial, as quais nao
sdo encontradas em outras racas (Mariante et98l9; Delgado, 2002; Ribeiro et al., 2004;
Sponenberg e Torres-Diaz, 2004). Existem muitasateacerca da introducdo desses animais
em territério brasileiro. Uma delas indica que,gdsimente, os caprinos foram introduzidos
juntamente com os rebanhos bovinos no ano de bp@hdo a esposa de Martim Afonso de
Sousa, Dona Ana Pimental, autorizou a introduc&bed@timo na Capitania de Séo Vicente
(Pires, 1990). Na época, o Brasil “colonia” destaese pelo comércio de pau-brasil e cana-
de-acucar, principalmente. A presenca destes amifoigprimeiramente relatada por Cardim,
em 1583 (Machado et al., 2000), e sabe-se que asiregis vieram de Portugal e Ilha Cabo

Verde (Dantas Silva, 1995), uma vez que os barcosepentes da Europa eram também
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abastecidos nesta llha. Outras rotas foram igudaenenportantes para a introdugcdo de
animais na Ameérica (Capote et al., 2004), prinoipgaite para a formacéo das ragas locais ou
nativas do Brasil. Esses animais podem ser comsldsrelementos importantes e essenciais
ao desenvolvimento rural. Além disso, tém impodgrdpel no desenvolvimento de algumas
cidades localizadas no semi-arido, através do aomde pele trazido por Delmiro Gouveia,
gue estabeleceu varias agéncias de compras ens vanaoicipios, contribuindo para o
incremento de atividade comercial em algumas cel@denezes et al., 1969).

Os rebanhos de caprinos locais encontrados ainganiooBrasil se concentram na
regido Nordeste e, estdo distribuidos em pequermmieos nucleos de criagdo, privados e
publicos (Ribeiro et al., 2004). Sdo animais dosade caracteristicas peculiares como a
adaptacdo ao semi-arido, suportam temperaturaadas\e escassez de alimento, apresentam
resisténcia as doencas e parasitoses, manténiliddde, prolificidade e condi¢cdo corporal
mesmo nos periodos mais criticos do ano (periodossy (Santos et al., 2007). Em geral,
esses animais séo criados em sistemas extensimasosgrole zootécnico, tornando de dificil
acesso as informacdes de parentesco. Muitos dgagess estdo sob extrema ameaca (Lima

et al., 2007), devido principalmente ao uso emamentos com racas exoticas.

1.2. Situacdo da caprinocultura no Brasil: Enfase @ra a regido Nordeste

Os caprinos tém importante papel na economia dgsep@s agricultores, ndo s6 no
Sertdo Nordestino do Brasil, mas também em outadsep em desenvolvimento, como a
india (Joshi et al., 2004), que detém 20% da pgpolacaprina mundial. A criacdo de
pequenos ruminantes apresenta potencial significaiendo uma alternativa viavel e que
contribui substancialmente para o desenvolvimest@argas que apresentam deficiéncias de
recursos naturais no mundo inteiro (Ifiguez, 2@0ya et al., 2005).

O Brasil possui efetivo de 9.450.312 de caprinos, glais 8.633.722 estdo na regiao
Nordeste (IBGE, 2007). Os trés maiores estadosupsoes sdo Bahia, Pernambuco e Piaui,
revelando o potencial que a regido possui parasendelvimento de politicas associadas a
organizacao do setor de recursos genéticos locais.

Com relacdo as ragas caprinas locais brasileistas se formaram a partir de animais
trazidos pelos colonizadores do “Novo Mundo”. Egiapulacdes encontram-se distribuidas
em toda a regido Nordeste, em areas isoladas eadsr de grupos de rebanhos que se

tornaram fundadores em curto periodo, cujas gesagdgsequentes passaram por processos
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adaptativos. A selecdo natural e artificial, bermaas oscilagdes casuais e a deriva genética
foram elementos importantes no processo de format@® chamadas racgas locais
(Dobzhansky, 1973; Sponenberg e Torres-Diaz, 2004).rebanhos de caprinos locais
existentes no Brasil se formaram a partir de psmsesemelhantes (Figura 2), sendo a raca,
segundo Domingues (1968), a unidade fundamentaldguae pretende desenvolver planos
de conservacgao e melhoramento adequados.

Os recursos genéticos locais sdo elementos fundaimerara o desenvolvimento
socioecondmico de uma regido, entretanto devemg#orados de forma coerente, para se
obter resultados satisfatorios. Sendo assim, éspremtender a dindmica das populacdes
remanescentes para que as praticas de manejoen@@ sejam eficientes. Em programas
de conservacdo e manejo genético de populacdesypértante conhecer a diversidade
genética e a forma de distribuicdo dessa diversigad nivel inter e intrarracial (estrutura
genética).

O avancgo da biotecnologia tem permitido o sequemamo completo do genoma de
varias espéecies e melhor avaliacdo da variabilidgel®ética. Neste contexto, o uso de
marcadores moleculares, juntamente com programasputacionais cada vez mais
sofisticados, vem permitindo elucidar duvidas sobrgrau de diversidade genética nas

populacdes analisadas, para que medidas adequadastle sejam adotadas.
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Moxoto

Figura 2. Grupos de caprinos locais atualmente encontnaoldordeste brasileiro
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1.3. Consideracéo e manejo dos recursos genétic@saaprinocultura

A primeira conferéncia das Nag¢Oes Unidas sobre Antbi e Desenvolvimento,
realizada em 1992, no Rio de Janeiro, resultouingdo daAgenda 21onde os capitulos 14
e 15 estdo dedicados as questdes de preservacaeawmsos genéticos, da agricultura
sustentavel e do desenvolvimento rural, definindaobjetivos, atividades e compromissos

especificos (vide_http://www.igc.apc.org/habitadlada?). Neste contexto, foi criada a

Convencao sobre Diversidade Biologica (CDB), temdono principal meta, promover a
conservacao da diversidade biologica, com mediglativas ao uso sustentavel, investigacéo
de componentes da diversidade biolégica, aléem tlaacdes como a conservagégitu e

ex situ

Para a FAO (2008), o aproveitamento dos recursmasonaturais e /ou adaptados ao
ambiente € medida essencial para o desenvolvinten@tividades no setor pecuario como
um todo. Para a caprinocultura, essas necessida@tesnais urgentes sendo necessaria a
adocéo de medidas de promocao da atividade comipacfio de todos os setores e incluséo
dos criadores nos processos decisérios. Com issienge-se conter 0 processo de
marginalizacdo por que passam o0s sistemas tradisiale producdo com racas locais, que
vém sendo esmagados pela indUstria pecuéria imégrsom a utilizacdo cada vez maior de
animais com caracteristicas “produtivas melhoresiae “rentaveis” (FAO, 2008).

A utilizacdo de programas que visem medidas degdo as racas ameacadas ou em
vias de extincdo deve ser revistos para que ogs@xugeneéticos considerados valiosos
possam ser manejados adequadamente e aproveitadsEueproprio ambiente de producéo.
Segundo Bodo (1989), a conservacao destes anirodés gerin situ ou ex situ O mesmo
autor relata que os objetivos da conservacdo d¢ensiem buscar oportunidades de
alimentacédo para atender a demanda de mercadoedtwafutura; resguardar a seguranca
alimentar em funcdo de mudancas que poderdo ocweesistemas de producdo vigentes;
utilizar estes recursos como oportunidade de psasupotencial socioeconémico e valora-los
guanto aos aspectos histérico-cultural e ecoldgico.
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1.4. Estudos de diversidade genética com auxilio dearcadores moleculares

Com os avancos das técnicas moleculares a and@is&tica progrediu devido ao
surgimento de distintos tipos de marcadores quaifen o estudo da variabilidade a partir
do DNA. Dentre eles estdo os marcadores RFLP riBest Fragment Length
Polymorphism); Minissatélites ou loco VNTR (Variatllumber of Tandem Repeats); RAPD
(Random Amplied Polymorphic DNA); SCAR (Sequenceafalsterized Amplied Regions);
STS (Sequence Tangged Sites); microssatélites 8u(SBgle Sequence Repeats) e AFLP
(Amplied Fragment Length Polymorphism).

Estes marcadores podem diferir quanto ao tipo danbe, a abundancia dentro do
genoma, ao nivel de polimorfismo e informacdo dgeaédetectados, a especificidade dos
locos, a reprodutibilidade, aos requerimentos t&e ao investimento financeiro (Buso et
al., 2003).

Em geral, os microssatélites sdo de grande utdidad varias analises para estudos
genético-moleculares e especialmente para estudodivkrsidade genética de racas
ameacadas com vistas a sua conservacdo (Baumuahg 2004). Também podem ser Uteis
para esclarecimento de paternidades duvidosasjrdefestrutura das populacdes, detectarem
introgressodes, avaliar as fontes de novos fundagme populacdes pequenas e ameagadas e
podem indicar locais para reintroducéo (Frankhamalet 2008). Os mesmos autores
demonstram alguns métodos que podem ser aplicaglasanacterizacdo de individuos e
populacdes (Tabela 1). Tudo isso € possivel poegudiferencas nas sequéncias de DNA
entre individuos e populagfes retém as informagddsstorico evolutivo, permitem explorar

os eventos demogréficos passados.
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Tabela 1. Aplicabilidade de alguns métodos disponiveis garearacterizacdo genética de
individuos e populagbes

Tema Morfologia Cromossomos DNA RAPD Fingerprint  Microssatélite
mt de DNA

Andlise - - +++ ++ +++ +++
forense
Deteccédo e - - ++* ++ ? +++
datacéo de
gargalos
Historico - - +4* - ? +
demogréfico
Migracdo e ? - +* ++ ++ +++
fluxo génico
Identificacdo + - ++ + - +++
e
rastreamento
de individuos
Estrutura ? - +? ++ ++ +++
populacional
Filogeografia - - +++ - - +++
Introgresséo + + +* ++ ++ +++
Paternidade - - - + . F+
Parentesco - - - +++ +++ T+
entre 0S
fundadores

Fonte: Frankham et al., 2008. SBG

++: técnicas podem ser utilizadas para o propésipecificado;
Vérios +: indicam que a técnica tem grande utiledad

?: casos em que a técnica é valiosa apenas odasioe,;

-: indica que a técnica nao é usual;

*. detecta apenas a contribuicdo das fémeas.

1.4.1.Marcadores microssatélites

Dentre os marcadores baseados em polimorfismos A, Dos locos de
microssatélites sdo atualmente os mais utilizadirs gstudo de diversidade genética e
estruturacéo das populacfes de animais domésBeosnung et al., 2004).

Estudos de mapas genéticos detalhados de variasismgps eucarioticos mostraram
gue os marcadores microssatélites estao distrib@idatoriamente e uniformemente por todo
0 genoma (Chin et al., 1996), sdo altamente pofiood, tém heranca co-dominante e
presenca de alelos multiplos e, por estas carsiitad, sdo empregados em estudos genéticos
de populacdes e areas relacionadas (Ellegren, 2004)

Segundo Caixeta et al. (2006), as diferentes i@Ediencontradas nos microssatélites
sao divididas em:
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a) RepeticOes perfeitas, quando ndo apresentam nernhtenapcao;

b) Repeticdes imperfeitas, quando sdo interrompidabgses néo repetidas;

c) Repeticbes compostas, quando duas ou mais repetici@esses) de microssatélites
estéo dispostas adjacentes.

A literatura é farta em trabalhos que utilizam radares microssatélites autossémicos
para estudos da diversidade genética em diverpasies (Saitbekoava et al., 1999; Menezes
et al., 2006; Martinez et al., 2007a; 2007b; 20@/lezeira, 2007; Valiente, 2007; Qi et al.,
2009); estudos de filogenia, para a reconstrucausiaria evolutiva de populagdes, além de
caracterizacdo de populacdes locais a partir @ggéncias alélicas detectadas, estimando a
distancia genética entre populagfes e entre ingdigigBowcock et al., 1994).

A MoDAD tem como objetivo promover a utilizacao efidir marcadores comuns em
estudos de diversidade animal. Assim sendo, unia Btem cerca de 30 marcadores
microssatélites foram definidos para as difereagggcies de animais domésticos (Hoffmann
et al.,, 2004). Na pégina http://dad.fao.org/eeméibrary/guidelin/marker.pdf encontram-se
relacionados os nomes, sequénciaspdmers, temperatura de anelamento e tamanho de
alelos, além das referéncias. Quanto ao estudo w@mogrespectivo marcador tem sido
utilizado, a lista se desenvolveu através de nusosrgrotocolos, levando em conta as
caracteristicas técnicas,como o grau de polimodjsadequacdo e amplificacdo mdultiplas de
mesma amostra (Hoffman et al., 2004).

Atualmente, dada as suas caracteristicas, os nosesadhicrossatélites tém sido os
mais utilizados para estudos de genética de papmsa@aumung et al. (2004) relata que eles
tém sido preferidos em 90% das pesquisas de dieglsi das espécies de interesse
zootécnico. Além disso, a abordagem estatisticacegta aos microssatélites desenvolveu-se
rapidamente e sua aplicacao tem permitido conguistalucionarias na area de genética de
populacdes e conservacéao de racgas.

Também sdo muito Uteis nos estudos com foco neithd (Carlsson, 2008), o que
pode ser feito a partir de um conjunto de testsd® que a taxa de erro de designacao de
individuos a populacdo de origem é usada paraaavalpoder dos testes (Rosenberg et al.,
2001; Bjornstad e Roed, 2002). Isso pode ser gwadbh em muitos trabalhos os quais
permitem agrupar (designar) e/ou excluir o indieidusua possivel populacdo de origem pelo
uso de programas computacionais especificos, qciéitdiam a manipulacdo dos dados
microssateélites (Paetkau et al., 1995; Cornuelt et299; Rosenberg et al., 2001; Bjornstad &
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Roed, 2002; Brito et al., 2003; Falush et al., 200 et al. (2008), Berthouly et al. (2008),
Dalvit et al. (2008) demonstraram esse poder dgidisracao.

Os microssatélites dao bons resultados em estueodogenias, tendo mostrado
adequado numero de locos avaliados e boa taxa tedou(Loftus et al., 1994; Ishida et al.,
1994; Farid et al., 2000; Maudet et al., 2002b)mbém tém sido Uteis nos estudos de
populacdes com efeito dbottleneck bem como estudos de paternidades duvidosas,
identificacdo forense de individuos (Morin et, 4994; Paetkau et al., 1994; Luitkart et al.,
1999; Marshall et al., 1999; Ginja, 2002; Maudetlet 2002a), estudos de diversidade em
caprinos locais (Saitbekova et al., 1999; Martigieal., 2004; Martinez et al., 2005; Qi et al.,
2009), assim como em outras espécies.

1.5. Alguns parametros estatisticos aplicados aotedo genético de populacte

O principal objetivo de qualquer programa de coresgio deve ser manter e controlar
a diversidade em populacdes locais ameacadaseTato(2008) ressaltaram que ha distin¢do
entre programas de conservacdo e de selecdo, mremmbos deve-se ter em conta o
controle da consanguinidade e a manutencéo dete@ade interesse, uma vez que se deve
agregar valores as populacdes de interesse.

A diversidade genética existente nas populacdes dev quantificada e avaliada
quanto a distribuicdo entre e dentro de populagéss.permite gerar informacdes Uteis para
melhor gestdo genética das populacbes-alvo, a partum grupo de parametros sdo usados
para estudar a diversidade intra e inter-populaisonAs frequéncias alélicas, a
heterozigosidade observadac(He esperada (# ou diversidade genética, o conteudo de
informac&o polimorfico (PIC), desvio do equilibride Hardy-Weinberg (EHW), os
estatisticos FHs, Fst e Fir) e as distancias genéticas sdo 0s mais importaptse tipo de
estudo. Além disso, o conhecimento do tamanho vefeiopulacional, a localizacédo
geografica da raca e/ou espécie e 0 modo de regiodambém devem ser conhecidos, pois
influenciam a distribuicdo da diversidade genética.

A precisdo da estimativa da diversidade genétiqgaertle do numero de locos
avaliados, da heterozigosidade e do numero de esadt cada populacdo (Barker, 1994).
Através da contagem direta dos alelos em um loessemindo o pressuposto do EHW
podem-se determinar as frequéncias génicas ouadél variancia de uma frequéncia alélica

€ dada pela expressao binomial:
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Sendox a frequéncia alélica ® o numero de individuos da amostra, o erro pacdgﬁ) das
frequéncias alélicas é obtido pela raiz quadradaadancia (Nei, 1987).

O EHW é um aspecto importante nos estudos deigardda conservagdo, pois € ele
guem proporciona a base para detectar desvios casalamentos ao acaso, testar a
ocorréncia de selecdo, estimar as frequénciasatéém locos que mostram dominancia e
modelar os efeitos de endogamia e selecdo. Sedwtdgma (1992), o equilibrio é obtido
guando se assume que existe uma populacdo fecbaatangtigracdo), de tamanho grande,
com auséncia de mutacao, segregacdo mendeliananesma proporcéo de fertilidade entre
0S genotipos dos pais, com unido ao acaso dos gsneepacidade de fertilizacdo destes e a
sobrevivéncia de todos os gendtipos. Qualquer gdolanestes pressupostos promove o0 desvio
do equilibrio, que pode ser medido pela seguinpeessao:

O°AA +2p0Aa+glaa=1

A expressédo acima € conhecida como o EHW e desarsiteacdo de uma populacao
mendeliana com cruzamentos aleatérios, em queegsiéncias d¢” e q permanecerdo
constante geracao apés geracao.

Os termos heterozigosidade e diversidade gen&@ascontrados na literatura como
sinbnimos pardeterozigosidade observadH,) e heterozigosidade esperadde). Um loco
€ considerado polimorfico quando o alelo mais conaymesenta uma frequéncia inferior a
95% e, considerado altamente polimorfico se a beigosidade for maior que 70% (Ott,
1992).

A heterozigosidade observada é a proporcao deithaig heterozigotos observado na
populacdo estudada. A heterozigosidade de um n@aréad probabilidade de um individuo
ser heterozigoto no loco marcado e dependera doemimie alelos e suas respectivas
frequéncias. Quando uma populacdo tem suas freiqségenotipicas desviando-se das
proporcdes do equilibrio, a estimativa de diverdgdgenética torna-se a melhor alternativa.

Nei (1973) relatou que a diversidade genética era papulacédo subdividida pode ser
dividida em diversidade entre e dentro de subpgpels podendo o método ser aplicado em
qualquer populagéo, desconsiderando o numero ttes gder loco, as forcas evolutivas como
migragao, mutagao, selegéo, o sistema de acasdtamertipo de organismo em estudo.
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1.5.1. Medidas de fragmentacéo populacionagstatistica F

Uma forma de medir o grau de diferenciacdo quereacentre os fragmentos é pela
endogamia resultante desta fragmentacdo populdcidrdiferenciacdo entre os fragmentos
ou subpopulacdes esta diretamente relacionada ameficiente de endogamia dentro e entre
populacdes. A teoria da estatistica F foi proppetaWright (1951) para medir os desvios das
frequéncias genotipicas em populagfes subdividittasés de trés parametréss, Fir e Fs,
aplicaveis em uma populacédo com nivel hierarquico.

Onde a endogamia da populacao tdtgl)(pode ser dividida dentro dela devido a:

* Endogamia dos individuos em relacdo as suas sulzades ou fragmentoB;s, €;
» Endogamia devido a diferenciacdo entre sub-popetacém relacdo a populagéo
total, Fst.

O Fis é considerado o coeficiente de endogamiealculado como a média de todos
os individuos de todos os fragmentos populacionaidist € o0 efeito da subdivisdo
populacional sobre a endogamia, caso uma populag@sente altas taxas de fluxo génico
entre os fragmentos, Bst € baixo, j& com baixas taxas de fluxo génico, agulacbes
divergem e tornam-se endogamicabgspaumenta (Frankham, et al., 2008).

H
Pela equaca f :1_H_0' gue pode ser usada para o calculestatistica Fe esta

e
relacionada a heterozigosidade e a endogamia, gssaite que aestatistica F seja
determinada a partir da heterozigosidade obtida ocoancadores genéticos através das

seguintes equacdes, que foram também relatad®ep(t977):

F :1_@]
HS

Onde, H, é a heterozigosidade observada obtida pela méedigdodos os fragmentos
populacionaisHs é a heterozigosidade esperada de Hardy-Weinbdrgaopela média de

todos os fragmentos populacionaigideé a heterozigosidade esperada de Hardy-Weinberg
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para a populacao total. Quando os valore§de Fir sdo negativos ou préximos de zero,
indicam que h& variabilidade genética na populaggyido ao maior numero de
heterozigotos. Ja para sy, este pode variar de 0, ndo havendo diferenciagéice as
populacdes e/ou fragmentos, a 1, com a fixacdoifdeedtes alelos nas populacdes e/ou
fragmentos.

A estatistica de Wright pode ser aplicada a ditesemiveis de classificacdo
hierarquicos, como populacdes dentro de uma regg@grafica, subpopulacbes dentro de
populacdes, colbnias dentro de subpopulacbes eididis dentro de colbnias, sendo
utilizadas em cada caso, as frequéncias alélicaespmndentes ao nivel em questédo
(Robinson, 1998). O modelo hierarquico desbalatme&amais comum que o balanceado,
nessa situacdo as amostras nas subdivisfes algenetie tomadas ao acaso, possuem numero
desigual quanto aos diferentes numeros de indigi@udiferentes tamanhos das familias por

populagdes (Dias, 1998).

1.5.2. Métodos das distancias

A andlise de agrupamento, ou andlisecldster & uma técnica multivariada que visa
classificarn elementos diversos (populagdes, individuos, etggliados por um conjunto de
p caracteres ou variaveis, a partir de uma medidfisi&ncia entre os elementos (Dias, 1998).
As sequéncias homoélogas de origem comum podemipdffguencas entre elas causadas por
mutacdes. Isto ocorre devido a diversificacdo emhaljens a partir do ancestral comum.
Segundo Russo et al. (2001), a quantificacdo dedism®ncas pode ser utilizada para a
inferéncia de filogenias e estas podem ser ex@essavalores ou distancias, nas quais 0s
algoritmos de reconstrucdes filogenéticas quezatiti essas medidas sdo conhecidos como
métodos de distancias.

A distancia genética € a diferenca entre populagipeessa pela funcéo de diferentes
genes, devendo-se salientar dois aspectos impestgrdra seu conhecimento; primeiro,
promove informacdo da filogenia e segundo, que antificacdo da distancia genética é
proveitosa no estudo da estrutura genética de popes dentro da espécie ou suposta
microevolucao (Nei, 1973; Nei, 1987).

As distancias podem ser semi-métricas ou métridaprimeira deve obedecer as
seguintes propriedades: 1) A distancia entre unpulpgdo X e ela mesma deve ser zero:

d(X,X) = 0; 2) A distancia entre duas populacdes X deve ser simétrica: d(X,Y) = d(X,Y),
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J4& para as distancias métricas observa-se uma udkkide triangular
(d(X,Y)<[d(X,2)+d(Y,2)]) (Katz, 1986).

Muitas distancias genéticas sdo essencialmentedasedie distancias geométricas,
combinando conceitos genéticos e geométricos. Bleatos, as popula¢gdes sdo representadas
por pontos em espaco multidimensional e a distayenigtica entre duas populacdes € medida
pela distancia geométrica entre os pontos correpies no espaco. Para ser considerada
como tal deve apresentar os seguintes atributoas([i998): 1) ser métrica; 2) utilizar
frequéncias alélicas para seu calculo; 3) reffa@dominio dos fatores de natureza genética
sobre os fatores ambientais que estdo sendo ayali&eéndo a natureza genética dependente
do seu tipo, do tipo de dado empregado em seulodfemdtipo, isoenzimatico ou de DNA)

e de como os dados foram gerados.

Na literatura encontram-se diferentes medidas di&niiias genéticas, tais como as
distancias de Balakrishnan (Balakrishan e Sandi®88), distancia de Jukes-Cantor (Juke e
Cantor, 1969), Nei (D (distancia padréao), D"(distamrmaxima) e Dm (distancia minima))
(Nei, 1972), a distancia de Rogers (Rogers, 19d®tancia de Kimura 2-parametros
(Kimura, 1980), distancia de Reynolds (Reynoldslet 1983), Cavalli-Sforza modificada
(Da) de Nei et al. (1983), distancia de Tamura e Nainfura e Nei, 1993), dentre outras
distancias.

A aparente variedade de distancias genéticas diggisrmpode ser estruturada em dois
ou trés grupos principais: as distancias baseanaslistribuicbes de frequéncias alélicas
(Euclidianas e distancias angulares) e as baseamasamanhos dos alelos (Laval et al.,
2002).

Eding e Laval (1999) demonstraram a aplicacdo genahs distancias genéticas em
populacdes de acordo com o tempo de divergénciaragiais e/ou espécies (Tabela 2).
Observa-se que na distancia de Reynolds/Bs9 a Unica for¢ca que promove divergéncia
entre racas dentro de um territério € a deriva timé esta tem pouca influéncia na distancia
minima de Nei (R). Nas demais distancias verificam-se influénciand#tacdo e deriva,
principalmente quando se compara as ragas no nmaugdando estas estdo separadas por um

longo periodo.
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Tabela 2. Distancias genéticas, suas caracteristicas e mwagdes para uso em diferentes

racas/espécies
Tempo de divergencia Curto Intermediario Longo
(Racas na Europa) (Racas no mundo) (Espécies)
Distancias genéticas Deriva genética Mutacéo e deai Mutacéo e deriva
D¢ - + topologia + topologia
Da - + topologia + topologia
D - + ramificacéo longa + ramificacdo longa
(3)? - + ramificagéo longa + ramificagéo longa
Dnm +/- - -
DReynoIds + - -

Estas distancias genéticas podem ser calculadasasenem diferentes algoritmos e
indicam o grau de proximidades entre populacdesn ale permitirem a reconstrucao das

relacdes historicas e filogenéticas. As formulasdiatancias podem ser:

>

+ Distancia Genética Padrao (D):

L)

iZ XY,
Zi: X Z y;

< Distancia de Goldstein(du)* = (i, -1, )" onde, u, =" ix; e 4, =Y iy, séo os

tamanhos médios dos alelos de cada populagéo.

% Distancia Média Quadrada (DMQ)DMQ:ZH.(i—i')zxiyi., ondei e i’ s@o o

tamanho dos alelos de um loco microssatélite.

*0

« Distancia Shriver (Bw): Dg,, =W, — (W, +W,)/2, onde:
W=D i —ixx, W= 21 =Tlyy, e Wy = 2l =Tlxy,;

i#i i i i

% Distancia de Cavalli-Sforza dp. D, = (Z/H)JZ(l— z,/xyij

< Distancia de Nei (): D, =1-) /Xy,
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. A - . 1 2
% Distancia minima de Nei (§: Dm=EZi (x -v)

_1zi(xi _yi)2

« Distancia de Reynolds @ynoidd: Dreynoigs = EW

Nas expressdes acima,e Yy, sdo frequéncias do alelty tracados nas respectivas
populacdes X e Y. Simplificando, as férmulas dastadicias sdo dadas para um loco.
Estendendo a expressao para varios locos, tem-aesama a mais de locos e divide-se pelo
namero de locos onde a somatéria aparece nas s&pses

As mais utilizadas sao as distancias de Nei (1918 ,estdo baseadas no conceito de
identificacdo do gene entre e dentre populacdesosa distancia Ppmais conhecida.

Pressupdem uma medida de identidade genéticaxfljessa pela probabilidade de

que dado alelo em um loco, tomado ao acaso emdifieasntes populagdes, sejam idénticos

por descendéncia que pode ser assim represer‘]pqzz P qi, onde, J,q € a

probabilidade de dois alelos tomados ao acasoo@dardes P e Q,® e g as frequéncias
do aleloi nas populacdes P e Q. Assimel b sédo as probabilidades de que dois alelos

tomados ao acaso dentro de cada uma das popuRgi@s sejam idénticos.
2 — 2
Entdo, Jp =20 eJy =20,

E a identidade genética (1) é definida p! = Jro/4/(JpXJy) | sendo a distancia

genética de Nei, dada pelo cologaritmo neperiand, d®mo: D =-M(1); por ser uma
estatistica robusta de distancia genética, levaarta tanto os locos polimérficos quanto os
monomorficos, onde os valores de D séo calculadgmréir da amostra populacional,
podendo variar entre amostras e fatores tais canerg@ncia genética entre populacdes,
tamanhos das amostras e numero de locos estudatosvem esta variacéo (Dias, 1998).
Atualmente, d~stvem sendo usado como distancia genética em egpagostacionais
com énfase as racas ameacadas, uma vez que edtam ppresentar de baixa a média
diversidade genética. Bst também pode ser usado para estimar a taxa daga@rja que
as distancias genéticas classicas ndo consegudar caprocesso de migracdo, assumindo
equilibrio entre deriva genética e migracdo (Edend.aval, 1999). Os mesmos autores
relataram que se subpopulacdes estdo isoladas uaamsoutras é comum ocorrer
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consanguinidade com consequente fixacdo de aldlestes casos, quanto maior a
semelhanca intra-grupo maior diversidade inter-gsugpmaior a variabilidade.

1.5.3. Método Bayesiano

Dentre os varios métodos para estimar parame#nétigos populacionais, pode-se
utilizar a abordagem bayesiana, uma vez que estarpora informacdes prévias ao
procedimento de estimacdo, as quais sao espeea$icadr meio da distribuicada priori
(Shoemaker et al., 1998; Weir, 1996). A inferénbiayesiana, além de possibilitar a
incorporagédo de informacdes, tem como vantagens@naia de pressuposi¢des quanto aos
modelos utilizados e pela facilidade de estimagéoimdervalo, denominado de intervalo de
credibilidade (Bolstad, 2004).

As informagfesa priori capturam a opinido pessoal sobre a situacao at#es
observacdo dos dados. Através do teorema de Bagesmformacdes contidas nos dados
amostrais sdo reduzidas com a informaga@riori sobre os parametros desconhecidos
induzidos a distribuicA@ posteriori sobre o parametro (Silva, 2006). A distribuicdo
posteriori € entdo usada para construir um estimador do eamrdesconhecido (Larson,
1982).

Segundo Reis et al. (2008), para se realizarénfga bayesiana, € necessario, além
dos dados amostrais, o estabelecimento de umanag@oa priori sobre o(s) parametro(s) e
o calculo da distribuicda posteriorido(s) parametro(s), onde a informagégpriori € dada
pela densidade de probabiliddei@), a qual expressa o conhecimento do pesquisador sob
parametro a ser estimado, ou quando o pesquisagiopouco ou nenhum conhecimento a
ser incorporado, pode-se considerar ymmari ndo—informativa.

Assim, quando se opta por uma distribuigigriori, seja informativa ou nao, e
obtendo-se a funcdo de verossimilhanca, € posspedy teorema de Bayes, obter a

distribuicaoa posteriori

__L(v/e)r(6)
PlorY)= W (Teorema de Bayes)
Pe/Y)OL(g/Y)P(6) |
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Em que, Y = {1, Vo,..., W}, sdo dados representados por uma amostra akatériuma
populacdo com densidade sdo utilizados na andlise bayesiana por meio dgafu de

verossimilhanca L(Y/H)), € através desta funcdo que o conhecimento & gobre6 é
modificado. Para se realizar os calculos dasiblisdesa posteriori marginais, € necessario
algoritmos como os MCMC (Cadeia de Markov e Simédade Monte Carlo), uma vez que
estes s80 processos iterativos, necessitando tiriowi de interagbes para atingir a
convergéncia. Esses critérios pressupdem kggequéncias sejam geradas pelo algoritmo
MCMC, partindo de diferentes valores iniciais, ntotal dem iteracbes cada uma. Essas
sequéncias fornecerk possiveis resultados inferenciais, relacionados cornalor dem
assumido (Reis et al., 2008).

Os métodos MCMC tém sido usados em estatisticasianga, pois permite simulacéo
da distribuicdo de forma indireta e a idéia € aoirsuma cadeia de Markov facil de ser
simulada, com distribuicbes de equilibrio igual & ohteresse e, apdés um numero
suficientemente grande de interagbes, a cadeiaeogavpara a distribuicdo de interesse
(Jesus, 2004). Dentre os métodos para a constrdgdoadeia de Markov estdo os de

Metropolis-Hastings e o Amostrador de Gibbs. O MCpbssibilita simular uma densidade

aposteriori P(6/Y) cuja geracéo direta é complicada (Jesus, 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A conservacgdo de animais domeésticos de interesgécico, em perigo de extingao,
tem sido alvo de muitos estudos, em geral, pornserensiderados adaptados a éareas
especificas bem como devido a importancia soctapn&mica e cultural para as populacdes
gue ocupam essas areas, a exemplo dos caprinds loeaileiros que se concentram na
regido Nordeste.

A genética molecular € uma ferramenta que vem ianxlib diversos setores da
producao animal, com importante papel nos estudoaghs em perigo, tornando-se essencial
aos programas de conservacao de ragas. O estabmiéuide programas de conservacao
adequados exige que estudos prévios sejam reaizBeéntre esses, a caracterizacdo é uma
das principais etapas, sendo alvo de estudos femsrides espécies no mundo inteiro (Farid et
al., 2000; Machado et al., 2000; Luikart et al.Q20Ginja, 2002; Joshi et al., 2004; Martinez
et al., 2004; Menezes et al., 2006; Martinez eR807; Dalvit et al., 2008). A maioria desses
estudos visa avaliar a diversidade inter e intcgatdbem como definir a estrutura genética das
populacdes e/ou racas. Essas informacgfes sao iess@aca o estabelecimento de programas
de conservacao e melhoramento, pois auxiliam matesicdo destes, bem como na definicdo
das racas que devem ser prioridade nestes progr@m@sisso, é possivel determinar metas a
curto, médio e longo prazo.

Além de estudos de diversidade genética e estrudargopulacdes, a genética
molecular tem sido bastante utili em estudos dermdsgle, pois o conhecimento da
paternidade real de um individuo determina o saecessndo dos programas de conservacgao e
melhoramento. Os microssatélites tém sido Uteia pasa finalidade sendo utilizados no
mundo inteiro (Morin et al., 1994; Usha et al., 39Buikart et al., 1999; Curi & Lopes, 2002;
Santana, 2005; Lins et al., 2006). No Brasil, psuestudos foram desenvolvidos com
caprinos nessa direcdo. Assim sendo, a fim deodiljizar alternativas que auxiliem os
planos de conservacdo e melhoramento de capriiv®$& exoticos, o presente trabalho
teve como finalidade promover o desenvolvimento wi® painel de marcadores
microssatélites para teste de paternidade em capriestudar a diversidade e estrutura
genética dos caprinos locais e possiveis introdudéeracas comerciais exoéticas nos grupos
locais por meio de marcadores moleculares; estaddiversidade, relacbes genéticas e
estrutura genética de populagdes nativas e exa@amas23 microssatélites e, depois, com 0s

microssatélites mais informativos e correlaciorsses resultados.
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Desenvolvimento de um painel de microssatélites pmteste de paternidade em caprinos

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo desenvaivepainel de microssatélites para teste de
paternidade em caprinos como auxilio a programasdservacdo e melhoramento das racas locais.
Foram genotipados 381 animais de 10 populacdesneapsendo seis racas ou ecotipos locais
brasileiros (Azul, Canindé, Grauna, Marota, Moxet®&Repartida) e quatro racas exéticas utilizadas
atualmente no Brasil (Alpina, Anglo-Nubiana, Boeb&anen). Realizou-se nove sistemas multiplex,
totalizando 27 microssatélites. Foram estimadofCo & probabilidades de exclusdo dos marcadores
e o equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacGesne,seguida, determinada a probabilidade de
identidade. Para o sistema de 27 microssatélitpsobabilidade de exclusdo combinada foi de
0,999991 e 0,999999 (PEe PE) e, 21 microssatélites apresentaram BI®,60, onde quatro
apresentaram-se monomdérficos em algumas populat@dicaram-se desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg significativos &0,05) para os marcadores, sendo o CSSM66, 0 qeseapou
maior niumero de populacdes (8) com desvio. Parpaompainel foram escolhidos 9 marcadores dos
quais oito foram comuns aos dois grupos estudamg®ifos locais e exoticos), sendo o BM1818
mais informativo nas popula¢gBes locais e, 0o mancad8e6506 nas populacdes exoéticas. A
probabilidade de exclusdo combinada com o grupoodosmicrossatélites foi de 0,9943 e 0,9997
(PE. e PE). Baseado no célculo das probabilidades de idmaeidlentro das populacdes foi possivel
discriminar um individuo entre um milh&o £L0Os resultados indicaram a possibilidade de egapre
poucos microssatélites na investigacdo de patefmidan caprinos, com grau de confiabilidade

considerado bom, minimizando custos.

Palavra-chave: Conservacdo de recursos genéticos, caprinos, saatd@ites, probabilidade de

exclusao.
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Development of a panel of microsatellites for testg paternity in goats

Summary

The aim of the present study was develop a panefiofosatellites for testing paternity in
goats as an aid for conservation and improvemesgrams for local breeds. A total of 381 animals
from 10 goat populations [six local Brazilian equég/breeds (Azul, Canindé, Grauna, Marota,
Moxoté and Repartida) and four exotic breeds ctiyarsed in Brazil (Alpine, Anglo-Nubian, Boer
and Saanen) were genotyped. Nine multiplex systemre performed, totaling 27 microsatellites.
Polymorphism information content (PIC), probabilay exclusion (PE) of the markers and Hardy-
Weinberg (HW) equilibrium were estimated for thepplations and the probability of identity was
determined. For the system with 27 microsatelliies,combined PE was 0.999991 and 0.999999 (PE
and PE) and the 21 microsatellites exhibited P¥®.60; four microsatellites were monomorphic in
some populations. Significant deviations from HWiigélgrium (P< 0.05) were found for the markers;
CSSM66 was deviated from HW equilibrium in the ¢gesanumber of populations (8). Nine markers
were selected to make up the panel, eight of whiehre common to both groups (local and exotic
goats); the BM1818 marker was the most informaitivihe local populations and the BM6506 marker
was the most informative in the exotic populatiolmbined PE with the group of eight
microsatellites was 0.9943 and 0.9997 (B&d PE). Based on the calculation of the probabilities of
exclusion within the populations, it was possildealiscriminate one individual from among a million
(10°). The results indicate the possibility of emplayifew microsatellites in the investigation of

paternity in goats with a satisfactory degree babdity and minimal cost.

Keywords: Conservation of genetic resources, goats, micetges, probability of exclusion
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1. INTRODUCAO

A conservacdo de recursos genéticos animais vetastacando cada vez mais com a
conscientizacdo da importancia da sua preservpgé futuros estudos e utilizacao pela
sociedade.

Um plano de gestado genética adequado deve ter atwm@vitar o acasalamento entre
individuos aparentados para minimizar a consangaild@ e, com isso, assegurar a
conservacao de uma raca.

Segundo Delgado (2002) a decisdo de conservar eteandnada raca depende de
que se relinam as condi¢des apropriadas para aeneaate que ocupe lugar de destague na
lista de prioridades: aspectos genéticos e proaktivulnerabilidade, aspectos ecoldgicos,
importancia social e possibilidade de evolucdo autemcdo como raca. Quando explorados
de forma coerente, 0s recursos locais podem cairtsbbremaneira para o desenvolvimento
socioecondmico das populacbes das quais dependesmyer que as populacées de animais
locais séo consideradas adaptadas aos nichos iecsl@égn que vivem.

A perda da diversidade genética diminui a capaeiddd manter e melhorar a
producdo e produtividade pecuaria. Portanto, aetsasdo da biodiversidade em geral é
elemento indispensavel para a sustentabilidadesidtmmas de producdo locais, pois quanto
maior a diversidade de uma raca maior sua capaxid®d reagir frente as mudancas
ambientais e de mercado (FAO, 2008).

Assim, o estudo da diversidade genética deve séaente com o inventario, uma
das primeiras medidas para se definir a situacdoiste de uma raca e propor planos
adequados de conservacgao.

Com o desenvolvimento da genética molecular, ogpamentos esoftwarespara a
manipulacdo dos dados tém sido utilizados comaarfgntas poderosas para 0 estudo
genético e controle de espécies ameacadas, petmiissim a identificacdo de possiveis
introducdes de gendtipos, detectando de formeeetiei relacées de parentesco.

Curi e Lopes (2001) relataram que a divulgagdo decadores moleculares tornou
facil a quantificacdo da variabilidade genéticastexite entre individuos e populagdes, assim
como a realizacdo de teste de paternidade em \ggatémais e humanos, existindo, hoje,
grande numero de marcadores que podem vir a sdigrados em laboratério e até mesmo
propostos ao MAPA para inclusdo na relagéo de rdarea para testes de paternidade em

animais domeésticos.
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A utilizacdo de teste de paternidade é, pois, lfiegrda indispensavel para regularizar
a implementacao de sistemas de registros no cerdmlidentificacdo de animais. Segundo
Araujo et al. (2004) todas as metodologias existeptira avaliacdo genética sdo baseadas em
informacfes de parentesco e, portanto, subordinadagistros confiaveis de paternidade.
Carneiro et al. (1999) comentaram que os testepatkrnidade sdo importantes para o
melhoramento genético, principalmente para ideatiio de genealogias errbneas, que
podem prejudicar os ganhos genéticos.

A analise de DNA é uma poderosa ferramenta paeificacdo do grau de parentesco
e identificagdo individual dos animais, sendo eerise humana lider nessa area, tendo
desenvolvido painéis de marcadores microssatéltamente informativos entre populagbes
humanas (DeNise et al., 2004).

Os microssatélites ou SRTs (Short Tandem Repeatsjstem em sequéncias curtas
de nucleotideos (1-6pb) que estéo distribuidosoelm ® genoma e se repetem diversas vezes.
Por apresentarem-se altamente polimorficos, heremgkbbminante e baixo custo, passaram a
ser ferramentas (teis nos estudos em genética dservacdo, sendo utilizados em
cruzamentos endogamicos com objetivo de manteradnnizar a diversidade genética, bem
como para descobrir as relagbes entre individuogog, populacdes, ragas ou espécies para
planos de acasalamentos ou identificagdo de ursdddeconservacéo (Lins et al., 2006,
Marshall et al., 1999). Também sao utilizados ermpeamento fisico e genético de genomas,
estudos de genética evolutiva e de populacdescbam em investigacdes criminais.

Segundo Tommasini et al. (2003) as melhorias naotegia em marcadores
moleculares, como a amplificacdo de DNA em PCRiplek, que constitui da amplificacédo
simultdnea de mais de 1 SSR em uma Unica reacébirtado com o uso de fluorescéncias
baseado na deteccdo automatica do tamanho e clorgg®NA, permitindo uma rapida e
precisa aquisicao dos dados.

Na Europa tornou-se rotineira a verificagdo deaszo em cabras e Santana (2005)
relatou a importancia do desenvolvimento de paidéisnicrossatélites para utilizagdo em
rastreabilidade de caprinos locais espanhdis, comasistema de identificacdo individual
para qualidade de produtos de origem animal.

Devido a crescente preocupagdo e procura por medaturais, saudaveis, bem como
a origem destes, o desenvolvimento de painéis sknlmse para identificar os individuos a
sua genealogia, possibilita a rastreabilidade e ped util também no futuro para assegurar 0s

produtos derivados de determinadas racas.
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Os programas de melhoramento genético para capimeacas e grupos locais bem
como para as exoticas, no Brasil, ainda séo intigsee as iniciativas de criacdo de banco de
dados se devem exclusivamente a esforcos isoladwstituicdes de pesquisa e dos préprios
criadores.

Com base nesse panorama e pelo fato da paternsgadge dificil deteccdo por analises
morfolégicas em caprinos, o presente trabalho temocobjetivo desenvolver um painel de

microssateélites para futuros teste de paternidedies animais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biol6gico

Foram utilizados 381 animais referentes a 10 pgpek caprinas, das quais seis
consistiam de ecotipos locais brasileiros (Azul,ni@dé, Grauna, Marota, Moxoto e
Repartida) e quatro racas exoticas utilizadas mtrtie no Brasil (Alpina, Anglo-Nubiana,
Boer e Saanen). Na tabela 1 encontra-se o nimeaapiahais utilizados em cada populacao, a

origem do material coletado e siglas das populacdes

Tabela 1. Numero de amostras (N), origem do matdiisidgico (bulbo capilar) das

populacdes estudadas por raga/grupos e sigla

Raca N Origem Sigla
Alpina 40 Pernambuco/Nordeste-Brasil ALP
Boer 40 Pernambuco/Nordeste-Brasil BOER
Anglo-Nubiana 26 Pernambuco/Nordeste-Brasil ANG
Saanen 36 Pernambuco/Nordeste-Brasil/Espanha SAAN
Azul 40 Paraiba/Nordeste-Brasil S.AZUL
Moxoto 40 Pernambuco/Nordeste-Brasil MOX
Marota 40 Piaui/Nordeste-Brasil MAR
Canindé 40 Paraiba/Nordeste-Brasil CAN
Repartida 40 Bahia/Nordeste-Brasil REPAR
Grauna 39 Rio Grande do Norte/Nordeste-Brasil GRAU
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2.2. Extracdo do DNA e reacéo de amplificacdo dasnossatélites

Foram extraidas de 511 caprinos amostras de bulbpsares de cada animal,
colocados em envelopes e acondicionados em fraBzermomento da extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA foram recolhidos 40 bulbescada animal, estes eram
colocados em placas de PCR, adicionando-se umegasolie extracdo de 100ul (Tabela 2)
em cada poco. Em seguida, as amostras forma inasileaf6°C, durante 50 minutos e depois
a 95 °C por mais 10 minutos, deixando a temperdiargar até 8°C. As amostras foram

armazenadas a -20 °C até a hora das analises.

Tabela 2. Solucao de extracdo de DNA

Reagentes Quantidade
Agua ultra pura iml
Chelex® 100- Resin (Bio-Rad) 0,059
Proteinase-K 1mg

2.3. Microssatélites analisados

Foram estudados 27 microssatélites. Na tabela 8ntnam-se as multiplex com os
marcadores utilizados pelo Laboratério de GenétecdJniversidade de Cordoba, Espanha,
para estudos de diversidade genética em populagfeismas, com as respectivas sequéncias,
classes do tamanho dos alelos, temperatura denssmla fluorescéncia, e reacdes de

multiplex que eram usadas em cada um dos quasegéferéncias.
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Tabela 3. Multiplex com os respectivos microsseglisequéncias direta e reversa, tamanho emgmbese (pb), temperatura de anelamento, fluoras@n
referéncias

Muliplex  locos Direta Reversa Tamanho(pb) Temp. anelamento (°C) Gel  Fuorocromo Cromossomo feréReas*
M1 BM6506 GCACGTGGTAAAGAGATGGC AGCAACTTGAGCATGGCAC 190-228 [ Hex 1 1
INRAG3 AGGAATATCTGTATCAACCTCAGTC CTGAGCTGGGGTGGGAGCTARAAAT  153-185 55 Hex 14 12
CSRD247  GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG 208-250 Fam 14 10
TGLA122 CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC AATCACATGGCAAATAAGTACATAC 130-180 Fam 21 11
M2 INRAS CTTCAGGCATACCCTACACCACATG AAATATTAGCCAACTGAAAACTGGG 125155 55 I Hex 10 12
HAUT27 TTTTATGTTCATTTTITGACTGG AACTGCTGAAATCTCCATCTTA 125-160 Ned 27 9
BM8125 CTCTATCTGTGGAAAAGGTGGG GGGGGTTAGACTTCAACATACG 100-128 Fam 17 1
M3 ILSTS011 GCTTGCTACATGGAAAGTGC CTAAAATGCAGAGCCCTACC 253-295 55 I Hex 14*(ovino) 3
BM1818 AGCTGGGAATATAACCAAAGG AGTGCTTTCAAGGTCCATGC 250-290 Fam 23 2
SPS115 AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG 235-265 Ned 15 6
M4 CSSM66 ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG 175-265 55 Il Hex 9* (ovino) 5
BM6526 CATGCCAAACAATATCCAGC TGAAGGTAGAGAGCAAGCAGC 145195 Fam 26 1
M5 INRAG ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC AAACCACAGAAATGCTTGGAAG 153185 55 Il Hex 7 1
MM12 CAAGACAGGTGTTTCAATCT ATCGACTCTGGGGATGATGT 85-135 Ned 9 8
M6 HSC CTGCCAATGCAGAGACACAAGA GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC 270-306 55 Il Hex 20 7
SRCRSP8 TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC CCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTAG 210260 Ned desconhecido 3
McM527 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC AAACCACTTGACTACTCCCCAA 150-190 Ned 5 7
M7 OarFCB304 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG 130-180 55 [ Hex 19%(ovino) 4
OaFCB11 GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC  GCAAGCAGGTTCTAYAGCACC 120-160 Fam 2 4
MAFG5 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG 110152 Ned 15 3
MAF209 GATCACAAAAAGTTGGATACAACGTGG TCATGCACTTAAGTATGTAGI/S 100-125 Hex 17 3
BM1329 TTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC AACACCGCAGCTTCATCC 153185 Ned 6 1
INRAO23 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC 185230 Hex 3 2
M8 ETH10 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC 200-230 55 \Y Fam 5 13
ETH225 GATCACCTTGCCACTATTTCCT ACATGACAGCCAGCTGCTACT 130-165 Ned 17*(ovino) 5
OaFCB48 GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAC GACTCTAGAGGATCGCALAE 140-170 Fam 17 4
M9 CSRM60 AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG 7985 60 [\ Fam 10 6

* 1, Bishop et al. (1994); 2, Li et al. (2002);3jikart et al. (1999); 4, Yang et al. (1999); 5r&adesce et al. (1994); 6, Moore e Byrne (1994)s&g (2002); 8, Mommens et al. (1994); 9,

Thieven et al. (1997); 10, FAO (2004); 11, Cge et al. (199:; 12, Vaiman et al. (1994); 13, Soli-Toldo et al. (1993).
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2.4. Amplificacdo do DNA pela técnica da PCR

As reacbes da PCR foram preparadas de acordo soreagentes encontrados na
tabela 4. Os produtos foram preparados em placa96dpocos, com as amplificacfes
realizadas num termociclador de acordo com os segguciclos:
-5 a95°C
- 35 ciclos: Desnaturacdo 30" a 95 °C; 45" a temgtura de hibridizagéo; e, 30” a 72 °C de
extenséo;

- Ciclo final: 72 °C durante 30 segundos.

Tabela 4. Componentes para a reacao da PCR

Reagentes Quantidade

DNA 5l

PCR buffer 10X 1,2

MgCl, 1ul (2,5 mM)

dNTP 1M 20QuM de cada (0,24)
Taq 0,5U

Primer 1QuM 0,25pmol de cada

H,O ultrapura Completar até o volume final
Volume final 25ul

2.5. Preparacéo dos géis e sequenciamento dos feagas amplificados

Para o preparo do gel utilizou-se um kit comerRigproGel®377 da GE Healthcare —
Solucdo A (12% acrilamida/bisacrilamida) e soluBa@om agente desnaturante (ureia) um
indicador para luz ultravioleta e TBE. Em segul@parou-se uma mistura composta por 10
ml da solucédo A e 10 ml da B, com volume final 20 anqual era aplicada em placas de
vidros para polimerizacao, devidamente limpa paermfio houvesse interferéncia na hora da
leitura das fluorescéncias, com um pente de 50qgara posterior polimerizagédo do gel.
Em seguida preparou-se o tampéo de corrida trstp®&DTA (TBE) (Tabela 5). Para
carregar o gel com as amostras, se tomouwll¢ga amostra, onde foram colocadogl 2e
tampéo de carga (1000 de formamida deionizada, 2Q0 de azul dextrano e 10@ do
padrdo Genescan 400HD-ROX). Em seguida a amosiraesmaturada a 95 °C durante 2
minutos. O gel foi carregado com @l5la amostra final. No sequenciador automatico ABI
Prism®377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USWi realizado a separacdo por
tamanho dos fragmentos obtidos mediante a PCR. odméle elaboracdo foi realizado

segundo recomendacdes do fabricante. A leituraeetdugava aproximadamente 2 horas.
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Tabela 5. Solugéo de EDTA — pH=8 e 0,5M

Reagentes Quantidade
H,O destilada 1l
Tritiplex 186,13

As informacdes foram recolhidas e analisadas aray@ programa Genescan
Analysis® versdo 3.1.2, que informava os tamanhos flagmentos estudados. Eram
observadas trés cores distintas (azul, verde eedmpaecorrentes das fluorescéncias de cada
microssateélite, uma quarta cor (vermelha), o Geared®@0HD-ROX utilizada para marcar o
peso molecular padrdo, caracterizado por varicgnfestos de 400pb de comprimento, na
figura 1 encontra-se o gel referente a leitura ddiplex M7. Os graficos das bandas obtidas
pelo programa Genescan foram analisados pelo pnagé@enotyper v. 3.7, identificando os

diferentes alelos encontrados em cada microssafElgura 2).
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Figura 2. Tipificacdo dos diferentes alelos preserim cada um dos microssatélites
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2.6. Andlise estatistica

O célculo da heterozigosidade para cada um do®ssatélites, para populacao global
e por raca foi realizada através do programa Geneti03 (Belkhir, 2001). O conteudo de
informacé&o polimérfica (PIC), que informa a quatidado marcador estudado, foi calculado
para cada loco a partir do Microsatéllite Toolkack, 2001), com auxilio do Microsoft

Excel®, segundo o algoritmo descrito por Bolstein e{330):
PIC=1{i p}Z > 2p7p;
i=1 R
onde pé a frequéncia do alel8.i
Todos os parametros analisados consideraram asdods em uma Unica populacao.

O teste exato do EHW foi realizado pelo programadpep v. 3.1 (Raymond &
Rousset, 1995), segundo Guo e Thompson (1992),amedo algoritmo da cadeia de Monte
Carlo Markov (100 batches, 5000 interacdes e umendrde demorization de 10000), o qual
permite discriminar os microssatélites em desdayiolinas populacées. Também foi obtida a
probabilidade de exclusdo (PE) que representa bapiladade de um animal escolhido
aleatoriamente, ndo ser o pai/mée de uma deterenoréal (Silva, 2006). A probabilidade de
exclusdo 1 (PBestima a chance de exclusdo quando conhecido digenid filho e de um
possivel progenitor, ja para REBlém dos gendétipos citados, tem-se 0 gendtipandalos
verdadeiros pais. A probabilidade de exclusédo coata para todos os locos é dada por: PEC
=1 - (1-PE)*, sendo n o nimero de locos avaliados e k a pilatste de exclusdo de cada
marcador. As probabilidades de exclusédo,FHE e a PEC (probabilidade de excluséo
combinada) foram calculadas através do programau€ev. 2 (Marshall et al., 1998),
segundo algoritmo de Jamieson (1994).

Com base nos parametros supracitados, foram edaeslmicrossatélites para compor
um novo painel para testes de paternidade em capribeterminou-se a probabilidade de
identidade (PI), segundo estabelecido por Paetkawal.e (1995) para cada um dos
microssatélites escolhidos em cada populacéo ekapitidade de identidade combinada. Os
resultados foram gerados a partir do programa itgehO (Wagner e Sefc, 1999), calculada

segundo a formula:

Pl = zi p +Zi2j>i (Zpi i )2

Onde: p e p séo as frequéncias dos alelos ith e jth em uma papulacéo.
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3. RESULTADOS

Todos os locos de microssatélites amplificaram atmmante para algumas algumas
populacdes. Dos 27 microssatélites utilizadoseviBiM1329, BM1818, CSRD247, SPS115,
HSC, MM12, SRCSP8, INRA63, SPS115, TGLA122, CSRME&KSM66, McM527,
OarFCBL11, OarFCB304, MAF65, ETH225 e ETH10, INRA2BIAUT27) foram propostos
pelo ISAG entre 2001 e 2002, para compor painéieste de paternidade em bovinos, ovino
e caprinos. Desses, os marcadores OarFCB1l1 e OaeBCBompdem a lista de
microssateélites recomendados pelo MAPA (2004) pssa tipo de teste.

Os microssatélites apresentaram-se polimorficosm grande diferenciacdo nas
frequéncias alélicas. A média de alelos nas popatexdticas variou de 7,30 (Alpina) a 5,09
(Boer). Ja para as populacdes nativas foram eraco#rvalores variando de 6,74 (Gradna) a
5,70 (Marota). Para os locos MAF209, HAUT27 e INRASGificaram-se monomorfismo em
algumas populacdes (Tabela 7).

Na tabela 6 encontram-se a heterozigosidade espérée) e observada (Ho), o
namero de alelos, o contetudo de informacéao policed(PIC) e a probabilidade de excluséo
(PE. e PR) para os locos analisados. Verificou-se uma beigosidade meédia de 0,7304,
com variacdo de 0,2152 para o loco MAF209 a 0,889% o loco CSSM66, sendo este
altimo com maior numero de alelos. Verificou-sen2drcadores com PIC acima de 0,60, com
média de 0,699 e heterozigosidade elevadas. Apedmsnarcadores (SPS115, MAF209 e
ETH225) apresentaram valores baixos de RIC50). O loco MAF209 assim como o
ETH225 apresentou polimorfismo baixo, apesar dmgiro ser recomendado para estudo de
diversidade em populacdes caprinas, sdo marcaddaetonados a espécie ovina.

Na Tabela 7, encontram-se os desvios para o EHW ndmsadores em cada
populacdo, onde o marcador CSSM66 apresentou desve oito populacbes. De modo
geral, as populagcdes com maiores niumeros de maesa@on desequilibrio foram as de
caprinos locais, como pode ser visto nas populakiestdé e Marota (Tabela 7). Para as
exQticas, a populacdo Alpina apresentou deseqoilémn sete marcadores. O loco MAF209
ndo foi observado em quatro populagbes (Azul, Moxbtarota e Gralna) e apresentou-se
monomorfico em quatro populacdes sendo trés exofisipina, Anglo-Nubiana e Saanen) e
uma local (Canindé).

Verificou-se no sistema dos 27 microssatélitesizatios uma probabilidade de
exclusdo combinada de 0,999991 e 0,999999 éPPE), respectivamente. Considerada alta

para teste de paternidade.
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Tabela 6. Numero de alelobld), nimero de animaidN@, heterozigosidade esperadi)(
heterozigosidade observadd,), Conteddo de Informacdo PolimorficRIC) e

Probabilidade de ExclusaBI; e PE) em funcéo dos locos analisados

Locos Na Na H Ho PIC PE PE
CSSM66 29 368 0,8891 0,5924 0,8804 0,646 0,785
SRCSPS8 12 376 0,8310 0,6436 0,8099 0,499 0,669
MM12 16 377 0,8242 0,7825 0,8072 0,502 0,672
BM6526 17 374 0,8345 0,7594 0,8210 0,530 0,696
CSRM60 10 371 0,8279 0,7736 0,8058 0,488 0,660
INRAG6 13 238 0.8675 0.6639 0,853 0,581 0,737
OarFCB304 18 379 0,8309 0,6596 0,8162 0,520 0,688
HSC 17 344 0,8432 0,7292 0,8265 0,534 0,698
TGLA122 12 379 0,8334 0,7124 0,8115 0,437 0,668
CSRD247 10 379 0,7983 0,6992 0,7697 0,430 0,608
ILSTS11 09 380 0,8117 0.6026 0,7846 0,451 0,627
BM1818 10 364 0,7362 0,6484 0,7163 0,370 0,559
BM8125 08 380 0,7860 0,7158 0,7524 0,402 0,580
BM1329 12 354 0,7518 0,6441 0,7169 0,364 0,543
OarFCB11 15 377 0,7850 0,6870 0,7627 0,431 0,611
MAF65 10 373 0,7705 0,5523 0,7390 0,395 0,573
OarFCB48 09 378 0,7137 0,6296 0,6757 0,321 0,499
BM6506 10 375 0,6614 0,4827 0,6307 0,273 0,457
McM527 09 375 0,7394 0,6213 0,6994 0,343 0,520
INRA23 08 89 0.7156 0.4831 0,669 0,313 0,488
INRAS 08 378 0.6652 0.6481 0,614 0,255 0,423
HAUT27 09 344 0.6229 0.5116 0,578 0,224 0,394
INRAG3 06 377 0,6265 0,5066 0,5544 0,215 0,360
ETH10 06 374 0,6691 0,5214 0,5966 0,229 0,379
SPS115 06 376 0,5405 0,4362 0,4353 0,149 0,244
ETH225 04 379 0,4793 0,3826 0,4119 0,117 0,237
MAF209 03 378 0,2152 0,1191 0,2015 0,024 0,110

PE;: Probabilidade de exclusdo com a auséncia do igend& um dos pais;
PE,: Probabilidade de excluséo considerando o gendtisalois pais.

Na escolha dos microssatélites para o0 painel, dermi-se as seguintes
caracteristicas: o comportamento quanto ao EHWpaopslacdes, o grau de polimorfismo, as
PE, e Pk considerando as fluorescéncias e o menor nimessivieb de reacdes de multiplex
que permitisse a leitura em um sé gel, com umaigmr@cdo econbmica e um poder
discriminante entre os individuos, relativameritie para o teste de paternidade.

Os microssatélites CSRM60, CSSM66 e INRA6 apesar ageesentarem-se
informativos (P1G0,70) e com numero de alelos acima de 10 foramadets do painel, pois

o0 primeiro requer uma especificacdo técnica na ifinggdo, o segundo por apresentar
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desequilibrio em oito das dez populacdes estudadas terceiro por ter apresentado
desequilibrio em quatro populacées, além de nadifisapem uma delas (Tabela 7).

Tabela 7. Prova do EHW para os 27 marcadoresthpsdulacdes

Lécus ALP BOER ANG SAAN AZUL MOX MARO CANI REP GRAU Tof
BM1329 * * 2
BM6506 * 1
BM8125 * 1
BM1818 * 1
CSRD247 0
HSC * * * 3
MM12 * 1
OarFCB48 * 1
SRCSP8 * * * * 4
INRA63 * 1
MAF209 1 * 1 1 -2 2 -2 1 -2 1
ILSTS11 * 1
SPS115 * *

TGLA122 * * 2
BM6526 0
CSRM60 * 1
CSSM66 * * * * * * * * 8
McM527 0
OarFCB11 0
OarFCB304 * * * * 4
MAF65 * * * * * 5
ETH225 * 1
ETH10 1 * 1
INRA23 -2 -2 -? * * -? -2 -2 2
INRA5 1 * 1 1 1
INRA6 * * * * -2 4
HAUT27 * * 1 * 1 * 4
Totaf 7 5 2 3 6 9 7 4 5 4

* P<0,05; - (marcador ndo amplificado); 1 — marcadam@momorficos nas populagfes; -? — alelos nao
observados na populacdo; Tet Total de populacdes com desvio para o marcadmgl - marcadores em
desequilibrio para a populacéo.

Na Tabela 8 encontram-se os marcadores candidatpaimel para identificacdo nas
populacdes de caprinos locais e exdticas, levaadmysconta 0os resultados obtidos, o que
possibilitou a formacéo de duas multiplex em caalag.
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Tabela 8. Painel de microssatélites para empregestim de paternidade, multiplex, tamanho
dos alelos e nimero de alelos (Na) por locos

Painel de Caprino Local Painel Caprino Exotico

Multiplex 1 Tamanho alélico Na Multiplex 1 Tamanho alélico Na

BM8125 100-128 08 BM8125 100-128 08

MM12 85-135 16 MM12 85-135 16

CSRD247 208-250 10 CSRD247 208-250 10
OarFCB304 130-180 18 OarFCB304 130-180 18
Multiplex 2 Multiplex 2

BM1818 254-290 10 BM6506 190-228 10

BM6526 145-195 17 BM6526 145-195 17
SRCRSP8 210-260 12 SRCRSP8 210-260 12

BM1329 153-185 12 BM1329 153-185 12

HSC 270-306 17 HSC 270-306 17

Os locos escolhidos sé&o independentes e localizadagyomossomos distintos, o que
pode ser observado na tabela 3. A escolha tambémass®mu nas marcas fluorescentes, de
forma que os locos marcados com a mesma fluordsc@do possuissem fragmentos de
tamanhos sobrepostos, sendo este um dos motivdssdarte do microssatélite TGLA122 do
painel. O niumero de alelos variou de 8 a 18 paraiosssatélites escolhidos, pois o grau de
polimorfismo é um ponto importante em estudos derpalade

O painel proposto consta de oito microssatélitesisiderados muito informativos,
comuns a ambos os grupos de caprinos (locaistees) Para esse grupo de microssatélites
a probabilidade de exclusdo combinada foi de 0,0%18,9997 (PEe PR), de forma que
esse grupo de microssatélites pode constituir unebpara teste de paternidade em caprinos.
No painel proposto observa-se que o marcador BM1®18o mais informativo nas
populacdes nativas. Ja para o painel de animaiscegpo marcador BM6506 foi o mais
informativo. Compondo um painel com nove marcadpega 0 exotico e o local.

Observa-se que a heterozigosidade variou de B52878 no grupo exotico, e de
0,490 a 0,836 para o0 grupo nativo para o0 conjuatna¥e microssatélites propostos no painel
(Tabela 9 e 10). Com base nestes painéis foi pelsaixaliar a capacidade de discriminar
individuos, sendo a probabilidade de identidadesgtimador de identificacdo individual, ou
a probabilidade de que dois individuos tirados Gasa de uma populacdo tenham gendtipos
idénticos em varios locos (Paetkau et al., 1995jt3Met al., 2001). A probabilidade de
identidade combinada variou de 1,08x¥01,67 x18 para os caprinos exéticos, e para os
caprinos locais de 1,5 xiG 1,89x10 (Tabela 9 e 10). Percebe-se que o célculo das
probabilidades de identidade dentro das populapdesui a capacidade de discriminar um

individuo entre um milhdo (£ Considerando os microssatélites comuns as egdRas e
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as populacBes nativas, o poder de discriminaczm @aainel exético foi de 6xi0e para o
painel de caprinos locais de 8,7%10

Tabela 9. Heterozigosidade esperadg),(Arobabilidade de identidade (PIl) e discriminacéo

(1/PI) com o painel exoético

Populacdes Microssatélites 3 Pl 1/PI
Azul BM1329 0.751 0,187748 5,326884
BM8125 0.766 0,165646 6,036970
CSRD247 0.560 0,275654 3,627736
HSC 0.788 0,131722 7,5691746
MM12 0.655 0,237584 4,209037
SRCRSPS8 0.663 0,286524 3,490109
OarFCB304 0.836 0,085594 11,683061
BM6526 0.736 0,182112 5,491126
BM1818 0.694 0,181892 5,497767
Plcombinado 2,17x10 4,58x16
Canindé | BM1329 0.777 0,155383 6,435710
BM8125 0.732 0,197429 5,064342
CSRD247 0.764 0,140655 7,109594
HSC 0.722 0,198984 5,025529
MM12 0.715 0,179554 5,569355
SRCRSPS8 0.720 0,191305 5,227254
OarFCB304 0.783 0,140421 7,121441
BM6526 0.594 0,234940 4,256405
BM1818 0.796 0,128842 7,761444
Plcombinado 1,253x10 7,97x16
Gralna
BM1329 0.796 0,134519 7,433894
BM8125 0.743 0,184258 5,427172
CSRD247 0.507 0,310371 3,221950
HSC 0.779 0,141544 7,064941
MM12 0.738 0,181174 5,519555
SRCRSP8 0.704 0,238387 4,194859
OarFCB304 0.834 0,086165 11,605640
BM6526 0.766 0,130583 7,657964
BM1818 0.694 0,165289 6,050009
Plcombinado 8,74x10 1,14x10
Marota
BM1329 0.694 0,276262 3,619752
BM8125 0.705 0,230971 4,329547
CSRD247 0.672 0,246615 4,054903
HSC 0.813 0,110652 9,037342
MM12 0.654 0,220368 4,537863
SRCRSPS8 0.713 0,224800 4,448398
OarFCB304 0.629 0,218934 4,567586
BM6526 0.804 0,109747 9,111866
BM1818 0.490 0,319733 3,127609
Plcombinado 6,626x10 1,5x10
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Tabela 10. Heterozigosidade esperadg, (Probabilidade de identidade (PI) e discriminacéo

(1/P1) das seis populagdes caprinas brasileiras

Racas Microssatélites H Pl 1/PI
Alpina BM1329 0,705 0,187390 5,336460
BM6506 0,829 0,095333 10,489547
BM8125 0,765 0,163298 6,123773
CSRD247 0,612 0,243064 4,114142
HSC 0,805 0,118895 8,410782
MM12 0,745 0,054622 18,307641
SRCRSP8 0,778 0,141294 7,077441
OarFCB304 0,817 0,098319 10,170974
BM6526 0,825 0,093567 10,687528
Pl combinado 5,98X10 1,67X10
Anglo-Nubiano | BM1329 0.699 0,230028 4,347296
BM6506 0.538 0,301984 3,311433
BM8125 0.611 0,223547 4,473332
CSRD247 0.795 0,131593 7,599188
HSC 0.786 0,134580 7,430524
MM12 0.577 0,391465 2,554067
SRCRSP8 0.725 0,222043 4,503632
OarFCB304 0.599 0,258558 3,867604
BM6526 0.737 0,192338 5,199180
Pl combinado 1,18x10 8,41x16
Boer
BM1329 0.524 0,567182 1,763102
BM6506 0.534 0,400010 2,499935
BM8125 0.534 0,329740 3,032692
CSRD247 0.558 0,474004 2,109686
HSC 0.773 0,12510 7,993605
MM12 0.768 0,160191 6,242547
SRCRSPS8 0.697 0,243051 4,114362
OarFCB304 0.535 0,483978 2,066209
BM6526 0.799 0,110092 9,083312
Pl combinado 9,20x10 1,08x10
Saanen
BM1329 0.631 0,22743 4,396957
BM6506 0.792 0,137464 7,274632
BM8125 0.746 0,192703 5,189332
CSRD247 0.721 0,185230 5,398693
HSC 0.842 0,074693 13,388135
MM12 0.878 0,051177 19,540027
SRCRSP8 0.656 0,285231 3,505930
OarFCB304 0.768 0,153619 6,509611
BM6526 0.818 0,094889 10,538629
Pl combinado 1,77x10 5,64x10

61



Rocha, L.L. da. Estudo Genético de PopulagBes@apri

Continuacao Tabela 10.

Moxoto Microssatélites 5 Pl 1/PI
BM1329 0.624 0,358227 2,791526
BM8125 0.702 0,257268 3,886997
CSRD247 0.743 0,186259 5,368868
HSC 0.675 0,225683 4,430993
MM12 0.796 0,122275 8,178266
SRCRSPS8 0.727 0,203621 4911081
OarFCB304 0.680 0,214080 4,671150
BM6526 0.675 0,191977 5,208957
BM1818 0.783 0,131466 7,606529
Plcombinado 5,21x10 1,91x16
Repartida
BM1329 0.616 0,298175 3,353735
BM8125 0.662 0,259813 3,848922
CSRD247 0.769 0,155796 6,418650
HSC 0.797 0,124468 8,034193
MM12 0.819 0,103444 9,667066
SRCRSP8 0.798 0,126115 7,929271
OarFCB304 0.746 0,118330 8,450942
BM6526 0.698 0,173031 5,779311
BM1818 0.786 0,131660 7,595321
Plcombinado 5,28x10 1,89x10
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4. DISCUSSAO

Todos 0s microssatélites empregados neste espudseataram polimorfismo, exceto
os marcadores MAF209, ETH10, INRA5 e HAUT27, mondinos em algumas populacdes.
Na Tabela 6, observou-se que o0s microssatélites m@mor numero de alelos também
apresentaram PIC<0,50. Os resultados corroboram aomeportados por Menezes et al.
(2006) em estudos de diversidade genética de c@birssra (2007), com caprinos locais da
raca Moxoto, e Luikart et al. (1999) avaliando aaps espanhdis (Murciano —Granadina) e
da raca Saanen. Martinez et al. (2005) encontraesultados semelhantes para trés
marcadores (ETH10, INRA5 e HAUT27) em estudos daatarizacdo da cabra Murciano-
Granadina. Os mesmos autores ressaltaram a impartéle levar em conta a utilizagédo
destes marcadores em estudos posteriores de Vidadbigenética.

O marcador MAF209 revelou poucos alelos com popotimorfismo para as
populacdes estudadas. Menezes et al. (2006) ertwkal. (1999) encontraram resultados
semelhantes para este loco. Os autores relatamstgienarcador foi estudado primeiramente
em ovinos e, provavelmente encontra-se em uma denaaixa variabilidade genética em
caprinos.

As médias das frequéncias alélicas encontradasapinos locais foram inferiores as
reportadas por Li et al. (2002), estudando racaxatwas nativas chinesas (6,90). Para
Buchanan et al. (1994) as diferencas que ocorresrfraguéncias alélicas entre populacdes
indicam se os marcadores podem ser utilizadosig@néificar ou alocar individuos dentro de
racas ou a regido de origem. O nivel de polimodigncontrado nos microssatélites resulta
das taxas de mutagcbes que alteram o comprimentesdesmrcadores, sendo a insercao e
delecdo as principais fontes dessas mudancgas {®cbite Tautz, 1992). Assim, o0 nimero de
alelos encontrados no marcador influenciara diretdenna heterozigosidade esperada e PIC
(Curi, 2000).

A eficiéncia no teste de paternidade ndo dependaaapdo nimero de marcadores
utilizados, mas do nivel de informacao que estesefem a qual é determinada pelos valores
do conteudo de informacao polimorfica (PIC), pralddéde de exclusdo e heterozigosidade.
Estes valores dependem do nimero de alelos eql#freia de distribuicdo destes alelos nas
populacdes (Curi et al., 2002).

Os valores de PIC para os locos ILST11 e OarFCp4& a raca Moxoto, foram

inferiores (PIC < 0,50) aos obtidos por Araujo (@Q0erificando a paternidade em caprinos
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das racas Alpina, Saanen e Moxot0, por meio derset de microssatélites de DNA. Ja para
as racas Saanen e Alpina os valores se assemé@rn®(70).

Os resultados de PIC, numero de alelos, PE, e heterozigosidade para o marcador
OarFCB304, foram superiores aos de Paiva et al4(28studando o mesmo marcador em
ovinos, que obtiveram probabilidade de excluséf,8884 e 0,9999 (REe PE) com sistema
de 18 locos. Em relacdo ao microssatélite SRCRS&&ps-Silva et al. (2005) obtiveram PIC
< 0,50, com painel de 12 microssatélites paraicagéo de paternidade em ovinos da raca
Serra da Estrela. Este resultado foi contrario mmomtrado em nosso trabalho, com PIC
superior a 0,50, podendo este marcador, de acondo @s demais resultados obtidos,
referentes a PE, heterozigosidade e equilibriojtiezado em estudos com caprinos.

Os resultados obtidos para o EHW foram semelhadssencontrados por Santana
(2005) ao estudar caprinos espanhdis, tendo oltkedesequilibrio apenas para o marcador
CSSM66. Segundo Martinez et al. (2004) este cormpamto se deve a grande quantidade de
alelos e as possiveis frequéncias que sdo encastradste marcador. Também, este
desequilibrio pode ser devido a subdivisdo dentas gopulacdes (efeito Wahlund),
acasalamentos dirigidos, antepassados comunsaselatural, migragéo ou fluxo de genes a
partir de populacdes externas.

As probabilidades de excluséo REPE encontradas no sistema de oito marcadores
foram superiores as de Araujo (2004) com 0,9888796959 (PE e PE). Os marcadores
BM1818 e BMM6506 apresentaram-se em diferentesa{io primeiro compondo o painel
nativo e o segundo exotico), o que permitiu aolfinave marcadores para cada painel de
paternidade. Esses marcadores foram também amésento painel Espanhol proposto por
Santana (2005), indicando que s&o muito informatiymdendo ser utilizado em estudos
genéticos dessa natureza de ragas caprinas em geral

No painel proposto apenas o marcador OarFCB304 ptte dos marcadores
propostos pelo MAPA para teste de paternidade. A.IN4 de 2004 do MAPA, exige a
utilizacdo de 8 marcadores microssatélites (OarCP49FCB11, OarAE129, OarFCB304,
MAF 2I4, HISTOCOMP. Complex (Hcc) SPS113 e D5S2yaparedenciamento de
laboratorios para a realizacdo de teste de idemgdio genética de animais por analise de
DNA.

Aradjo (2004) propés o uso de um painel com onzecag®res microssatélites
visando a confirmacgéo de paternidade nas racagSaalpina e Moxoto.
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O desenvolvimento de painéis que permitam uma uggol satisfatoria vem sendo
proposto por outros pesquisadores. Martinez e{28l05a) apartir de um painel de 22
marcadores microssatélites, desenvolveram um pdmealoze microssatélites para cabras
Murciano-Granadina, com probabilidade de exclusiolinada (PEC) de 0,99999. Ja Martin
et al. (2005) propuseram um painel de dez micrébtest para aplicacdo em rastreabilidade
de caprinos locais espanhdis da raca Braca Andaluza

Curi et al. (2002) estudando a viabilidade de agho de determinados locos
microssateélites para teste de paternidade em bewdaaaca Gir, observou PEC de 0,9789,
valor este considerado ndo adequado para testelmidade. Martinez et al. (2005b) a partir
dos dados de 24 microssatélites, desenharam ural fiisico com 12 microssatélites, cuja
probabilidade de exclusdo combinaagriori foi de 0,9984, para ovelhas Palmera e, um
painel adicional de 6 microssatélites para conteldiliacdo para os casos onde nao se pode
resolver com o painel basico, sendo a PEC pareoisspdinéis apresentados de 0,99999.
Buchanan et al. (1994) analisaram seis populac@sowklhas com um painel de 8
microssatélites e obtiveram 98% de certeza de gqueanimal poderia pertencer a uma
determinada raca.

A utilizagéo de conjuntos da&imersem uma mesma reacdo de PGRR multiplex
requer o estabelecimento de condigbes necessarnasa@mplificacdo, levando-se em conta
varios fatores, como a escolha e o desenharidwer; quantidades a serem utilizadas em uma
mesma reacao, ajustando as concentracdes de etenno, tempo, equilibrio das regides a
serem amplificadas; o tamanho relativo dos fragosent dinamica dogrimers; e a
otimizacdo da técnica da PCR para muitos fragmertodos esses aspectos encontra-se
detalhadamente em Chamberlatral (1988), Edwards e Gibbs (1994), Dzialuk et &00&),
Martinez (2005a). Alguns sistemas de PCR multipledem ser tdo simples como combinar
dois conjuntos d@rimers para uma reacgdo, outros devem ser desenvolvidoscoaados
para a regido a ser amplificada, o tamanho dosnkatps, da dinamica dgsimers e a
otimizacdo da técnica da PCR para acomodar mugtiftagmentos, além do uso de
fragmentos de DNA marcados com fluorescéncias (Ettva Gibbs, 1994; Dzialuk et al.,
2005).

O uso de PCR multiplex reduz o tempo e custo désandem como o numero de
marcadores utilizados, com grau de polimorfismo pemenita a verificagdo da paternidade,
na confirmacéo de parentesco duvidoso. Luikart. 1899) desenvolveram dois sistemas de

multiplex contendo cada um onze locos microssafiara teste de paternidade em caprinos
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e obtiveram probabilidade de exclusdo maior que©9®9 para rebanhos caprinos da
Casemira, 0,99999 para as racas Angora e Murciaana@ina, e de 0,99997 para a raca
Saanen. Resultado semelhante de probabilidade dieség também foi encontrado para a
raca Saanen, neste trabalho. Souza et al. (20@®nearam PE e PE de 0,999999 e
0,999989, para 23 locos microssatélites em popetagé ovinos Santa Inés, respectivamente.
Pariset et al. (2003) avaliaram satisfatoriamenténdice de consanguinidade com 11
marcadores microssatélites em 17 rebanhos de o®elida nativa da Italia, auxiliando na
manutencao dos estoques dessa raca.

Ja Silva (2006), analisando duas espécies de pdezosato (Cateto e Queixada),
encontrou probabilidade de exclusdo combinada 8848, Este valor foi considerado
satisfatorio para catetos. A probabilidade obtidaapqueixadas, apesar de ter sido
considerada alta (0,9553), ndo foi satisfatorias pus valores minimos de exclusdo de
paternidade devem ser iguais ou superiores a GR@omoni (2002), com um sistema de
quatro locos microssatélites, obteve probabilidate exclusdo de 0,93 em cavalos
pantaneiros, considerada satisfatoria, e para @avaioulos, a probabilidade de excluséo
combinada foi muito baixa (0,74). Usha et al. (D)9&&tiveram probabilidade de exclusao de
0,99 utilizando um sistema de cinco microssatéfias teste de paternidade em bovinos. A
grande divergéncia entre as probabilidades de s&alobtidas para as diferentes espécies se
deve ao fato de se utilizar marcadores distintdémAdisso, dentro de raca/espécie cada
individuo representa uma combinacéo Unica de genes.

Os resultados da probabilidade de identidade eramod® para as populacdes de
caprinos locais avaliadas neste estudo apresent@groximas as de Paetkau et al. (1995)
estudando a estruturagcdo da populacdo de urso gratantrou probabilidade de identidade
combinada em torno de 1,0x16- 2,1x10". A probabilidade de identidade (PI) do sistema
proposto neste trabalho (Tabela 9 e 10) foramiores as de Santana (2005), que encontrou
probabilidade de discriminacdo de um individuoesntn bilhzo (1%) e, Luikart et al. (1999)
avaliando quatro racas caprinas (Casemira, An@aanen e Murciano-Granadina) encontrou
PI para o conjunto de multiplex em cada populag@®,8 x 10°, 5 x 10, 1,4 x 10 e
2,3x10"".
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5. CONCLUSAO

O painel de microssatélites definido neste estudetmu-se Util para resolver casos
paternidade em caprinos.

Pode ser empregado no monitoramento e controlelnhos caprinos, podendo ser
utilizado para organizar esquemas de acasalamemosasos de paternidades duvidosas.

Pode ser uma ferramenta util em programas de oatsey de racas, bem como pode
servir de base para estudos com outras racas aspraomo um método econdmico,

viabilizando custo e tempo de analise.
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Diversidade e estrutura genética de populacdes capas locais brasileiras e exoéticas

Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar a divadgdgenética de 14 populacdes de trés grupos;
caprinos locais brasileiros, exoéticos e espankdsestruturacdo destas populacdes. Foram reaizada
analises de DNA de bulbo capilar e, em seguidavédgrale 23 marcadores microssatélites foram
realizadas as analises de variabilidade genétida\, os estatisticos F4; Fis, Fir), variancia
molecular (AMOVA), distancias baseadas g, efeito de “gargalo genético”, este apenas para as
populagcBes de caprinos locais e, a andlise deémfir bayesiana para verificar a estruturacdo 4las 1
populacdes, cujos animais foram designados praosidaimente a populacdo de origem, através do
programa Structure. Os marcadores utilizados apt@sen-se polimorficos com boas proporgfes de
alelos, exceto os marcadores MAF209 e ETH225, cendl &lelos. As populacdes que apresentaram
maiores quantidades de marcadores em desvios pagailidbrio EHW foram as que apresentaram
valores deF,s acima de 0,10, como é o caso da SRD e da Moxeta. AMOVA, verificou-se maior
variacdo entre os individuos, seguida das difeeergére 0os grupos, indicando a existéncia de sub-
populacdes dentro dos grupos. Os valores altdsgleefletiram boa diferenciacdo genética dentre e
entre as 14 populagfes estudadas, separando-a8segmnupos principais, caprinos locais brasileiros,
exoticos e espanhois. De acordo com os valorégglenaiores distancias genéticas foram observadas
entre grupos, principalmente das exéticas com doeaidestes com as espanholas. Apenas as
populagbes SRD, Grauna e Moxoté apresentaram étgtgalo genético”. Com base na inferéncia
bayesiana foi possivel propor treze populacbes3k=sk verificado subdivisdo nas populacdes locais,
com alguns individuos agrupados a mdultipbhssters a exemplo das seis populacbes de caprinos
locais (Moxotd, Azul, Marota, Canindé, Gralna e &8@a). Nas racas exdticas, a Saanen apresentou
proporces de designacao préximas (40,4 e 44,5%)aemtlusterse, a Alpina também se agrupou
em dois clusters com maiores propor¢cdes em um (>70%). As racasloANgbiana e Boer
agruparam-se em diferentelsisters com propor¢des acima de 90%. Das trés populagimholas,

a Murciano-Granadina agrupou-se sempre com a Ma@aGranadina, como esperado, uma vez que
essa é resultado do cruzamento das duas racasscit®@rificou-se que os caprinos locais
apresentaram mediano grau de diversidade e distaiat® racas exoticas, porém, alguns caprinos
apresentaram-se proximos. Estudos desta naturematera definir o grau e ameaca das racas e

delinear estratégias de conservagdo e melhorargenéico adequados a cada situacao.

Palavra-chave: Variabilidade genética, estruturacdo populacionaiferéncia bayesiana e

conservagao.
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Summary

The aim of the present study was to investigateyémetic diversity of 14 goat populations distrézut
among three groups (local Brazilian, exotic andr§gpagoats) and determine genetic structuring in
these populations. Hair bulb DNA analysis was edrout and 23 microsatellite markers were used
for the analysis of genetic variability, Hardy-Weerg (HW) equilibrium, F statistics§;, Fis, Fir),
molecular variance (AMOVA), distances based Fep and genetic bottleneck effect, the latter of
which was only tested in local goat populationsyd¥dan inference analysis was also performed to
determine the genetic structuring of the 14 pojadat The Structure program was used to
probabilistically designate the animals to theirpylation of origin. The markers used were
polymorphic and had good proportions of allelesegt the MAF209 and ETH225 markers, which
had 3 and 4 alleles, respectively. The populattbas had the most number of markers that deviated
from HW equilibrium were those withs values above 0.10, such as the local undefineedbaad
Moxoté breed. AMOVA revealed greater variation betw individuals, followed by differences
between groups, indicating the existence of sub#adions within the groups. The higkr values
reflect the good genetic differentiation betweed waiithin the 14 populations studied, separatingrthe
into the three main groups (local Brazilian, exaticd Spanish goats). Based on Hagvalues, there
were greater genetic distances between groupsciabpéetween the local and exotic groups and the
local and Spanish groups. Only the Grauna and Mopopulations exhibited a genetic bottleneck
effect. Based on Bayesian inference, thirteen @djmis were proposed (k=13) considering the
subdivision in the local populations, with someiurlials grouped in multiple clusters, as occuired
six local populations (Moxotd, Azul, Marota, Cangndsratina and Repartida). In the exotic breeds,
the Saanen breed had similar designation propaertfd.4 and 44.5%) in two clusters; the Alpine
breed was also grouped in two clusters, with grgatgortions in one (>70%); the Anglo-Nubian and
Boer breeds were grouped in different clusterdy wibportions above 90%. Among the three Spanish
populations, the Murciano-Granadina breed was awgpuped with the Murciana and Granadina
breeds, which was expected, as the former is thétref the crossbreeding of the latter two. Thealo
populations exhibited a median degree of divemsitgt were distant from the exotic breeds, but some
goats were more closely related. Studies of thigreadefine the degree and threat of breeds and can
contribute to the delineation of conservation aedagic improvement strategies that are adequate for

each situation.

Keyword: Genetic variability, population structure and amation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui diversas racas de animais donoéstjoe se desenvolveram a partir dos
animais trazidos pelos colonizadores, que durastéltonos cinco séculos, se adaptaram as
condicfes encontradas nas diversas regides do pais.

A espécieCapra hircusencontra-se difundida em todo o mundo, desempeohaapel
importante como fonte de alimento para a populdganana em diversos paises. Estudar a
constituicdo genética das racas e ecotipos dencapdo Brasil vem se tornando cada vez
mais importante, pois estes animais fazem parteisdéria cultural do sertanejo, sendo uma
importante fonte de renda e alimento para estaslpgfes.

Muitas pesquisas relatam que as populacbes deamniptais com caracteristicas
importantes, tais como adaptacdo a ambientes deicdes especificas devido ao longo
processo de isolamento geografico, selecdo naturaltificial notadamente morfoldgica,
adquiriram caracteristicas que permitem a sobragiaéem ambientes com baixa quantidade
e qualidade de alimentos, vém sendo substituidagggas exoéticas causando uma répida
erosao genética dos recursos genéticos locaisalhmdcomo os de Mariante et. al. (1999);
Oliveira et al. (2003); Ribeiro et al. (2004); Gliva et al. (2005), também fazem referéncia a
rusticidade destes animais.

A genética da conservacao tornou-se uma atividedextrema importancia para a
manutengcdo de populagcdes ameacgadas, uma vez gssteono manejo das pequenas
populacdes para a manutencdo da diversidade genétiminimizar o endocruzamento;
delimitar unidades de manejo e resolver incertepamomicas.

O tamanho efetivo populacionaNd) € um dos pontos importantes em estudos de
conservacgao, pois, segundo Wright (1931)\Neodetermina a genética estocastica de uma
populacdo. No Brasil, pouco se conhece sobre caderb tamanho efetivo das populacdes
locais. Destaca-se apenas o estudo de Lima e2@7) com racas locais de caprinos do
Estado da Paraiba. Além dos poucos estudos sokae pepulacdes, o uso desordenado de
acasalamentos entre as diversas ragas de capFmosontribuido para perda de diversidade
antes mesmo que seja avaliada, o que comprometplenentacédo de futuros programas de
conservacao (Oliveira et al., 2007). Muitos proosggenéticos e suas consequéncias em uma
populacao finita (ex. acasalamento, depressdo énudog, deriva e baixa variagdo, acumulo
de mutacdes deletérias e declinio da adaptac&) esticionados com e (Wang, 2001),
pois este, por determinar a taxa de crescimentop@aulacdo é importante para o

monitoramento da diversidade genética de populat@emey et al., 2001).

79



Rocha, L.L. da. Estudo Genético de PopulagBes@apri

Dentre as varias etapas de um programa de con&ervaccaracterizacao genética
permite avaliar o perfil genético da raca e/ou pagio, tornando-se pré-requisito essencial
para 0 gerenciamento e a conservacao destas (BjgrasRoed, 2002). A identificacdo de
populacdes que sofreram severa reducdo no tamanbe éxtrema importancia para
conservacgao devido a sua maior suscetibilidadeiacée (Cornuet e Luikart, 1996). Estudos
sobre a caracterizacdo genética de caprinos |lbcassleiros e espanhois foram realizados
por Menezes et al. (2006), para a raca Moxot6 pieeida (2007) com microssatélites e com
isoenzimas para caprinos da raca Anglo-Nubianajeokgor Rocha et al. (2007).

Encontram-se na literatura estudos que procurantifctcar a populagao de origem de
um individuo, a partir de dados moleculares e carilia de diversos métodos estatisticos,
como os de Pritchard et al. (2000), Baudouin ef{2004), Rannala e Mountain (1997) e
Paetkau et al. (1998), além do efeito conhecidooctgargalo genético”Hottleneck, que
resulta da reducao ocorrida no tamanho efetivonda populagdo. Uma vez que o tamanho
das populagdes naturais pode sofrer mudancasodsstin seu processo evolutivo (Nei et al.,
1975), e em uma populacdo o tamanho constantetdeohigosidade esperada para um loco
neutro quando mutacao e deriva genética estao ailibeig € dado por MV/(4Nw+1) sob a
suposicdo de que as novas mutacdes sdo sempentifedos alelos pré-existentes, oNde
o tamanho efetivo da populacau a taxa de mutacao por locos por geragéo (Kim@ag)l

O estudo do efeito ddottlenecke a sua deteccdo tornam-se importante na
conservacao, pelo fato deste aumentar os riscosxtiacdo da populacdo, ao promover
reducdo no numero efetivo, além do nimero de akeleslucédo dos locos polimorficos (Piry
et al., 1999).

Nos ultimos anos, a analise bayesiana vem sendoegaga no estudo genético de
populacdes como complemento a outros métodos disseanApesar de ser um método
relativamente antigo, sO recentemente € que estaloh@gia comecou a ser empregada nas
analises genéticas populacionais. Em caprinos aestae 0s trabalhos de Martinez et al.
(2007) avaliando a estrutura populacional de vadaas, Oliveira et al. (2007) com caprinos
locais da raca Moxoto e Fatima et al. (2008) estdda diversidade e o efetbottleneck Em
bovinos, destacam-se MacNeil et al. (2007) estunl@sdrelacdes genéticas entre 0os bovinos
do Alasca, Valiente (2007) caracterizando o bownaoulo mexicano, em aves (Banhos et al.,
2007), Barbosa et al. (2008) avaliando parametsogticos em suinos e, Amirinia et al.

(2007) estudanddoottlenecke a estrutura genética em cavalos Caspian. A éimfe
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bayesiana também tem sido usada em outras areas wadicina forense, na propria
agronomia e economia.

Segundo Maudet (2001), a designacdo de determimatididuo a sua respectiva
populacdo ou a procedéncia de produtos de origémahratravés de métodos moleculares
permite certificar a procedéncia de um animal, @ garcacga, de embrides ou sémen de uma
raca, bem como identificar animais hibridos. Pata torna-se cada vez mais importante
avaliar a confiabilidade dos métodos disponivera pase fim. A avaliacao e identificacdo de
populacdes que sofreram reducdo no numero Sao tampes, pois estdo mais susceptiveis as
ameacas e riscos de extingdo (Cornuet e Luika®6)19

O estudo de populagBes colonizadoras, como é od@saaprinos brasileiros, e o
efeito de “gargalo genético” sofrido torna-se irmpote, pois ajuda a compreender e avaliar
as mudancas ocorridas desde a colonizacdo at@®atliais. Desta forma, a capacidade de
gerar dados de DNA e da variedade de métodosianslftara a genética de conservagdo vem
se expandindo a um ritmo cada vez maior (Paerm@e @004) e, os microssatélites estao entre
os marcadores largamente aplicado em estudoveisidiade (Maudet et al., 2002b).

Segundo Paulino et al. (2003), durante a primeetade do século XX, a abordagem
cldssica foi adotada quase que de forma unanimes pedtatisticos. Com os avangos
computacionais a abordagem bayesiana surge comaltenaativa que conduz a resultado
mais preciso. Este método pode ser aplicado aosan@es de varios tipos como o RFLP,
microssateélites, assumindo que os marcadores dest&nem equilibrio de ligacdo e Hardy-
Weinberg dentro das populacdes. Cornuet et al. 9)189aliando, através de gendtipos
multilocus, um novo método de designar individuesodigem desconhecida a populacéo,
verificou que o método bayesiano apresentou-serisups métodos que se baseiam nas
distancias, tendo conseguido 100% de designac@estas

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho f&iu@ar a diversidade e estrutura

genética de populagBes caprinas locais brasileiedgumas racas exoticas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas catorze populacdes caprinas, dais geis consistiam de caprinos
locais brasileiros (Azul, Canindé, Grauna, MardMaxot6 e Repartida), quatro racas exoticas
utilizadas atualmente no Brasil (Alpina, Anglo-Naiba, Boer e Saanen) e trés populacdes de
caprinos espanhdis (Murciano, Murciano-Granadiraranadina (Associacdo de Criadores
Espanhdis de Murciano-Granadina), sendo a Murc@aramadina, mestica. Além dessas,
utilizou-se uma populacédo de caprinos sem padréalraefinido (SRD), que € uma
populacdo mestica resultante do acasalamento éeswid entre individuos de diferentes
racas caprinas existentes na regido Nordeste deil.Bida tabela 1 encontram-se as
populacdes estudadas e seus respectivos locaisggenponde foram recolhidas a descricdo
das amostras e locais de coleta. Foram coletadbssbuapilares de cada animal, os quais

foram armazenados em envelopes identificados estamhgs até a extracdo do DNA.

Tabela 1. Populacdes estudadas, numero de aniNjaisrigem do material coletado e siglas

Populacbes N Origem Siglas
Sem Padréo Racial 40  Ibimirim-Pernambuco/NordessesiB SRD
Alpina 40 Nordeste-Brasil ALP
Boer 40 Nordeste-Brasil BOER
Anglo-Nubiano 26 Nordeste - Brasil ANG
Saanen 36 Brasil/Espanha SAAN
Azul 40 Paraiba/Nordeste-Brasil AZUL
Moxoto 40  lbimirim e Serra Talhada/ MOX

Pernambuco/Nordeste-Brasil
Marota 40 Embrapa - Piaui/Nordeste-Brasil MAR
Canindé 40 Paraiba/Nordeste-Brasil CAN
Repartida 40 Bahia/Nordeste-Brasil REPAR
Grauna 39 Pernambuco/Nordeste-Brasil GRAU
Murciana 35 Espanha MUR
Murciano-Granadina 20 Espanha MG
Granadina 35 Espanha GRAN

Foram utilizados 23 microssatélites TGLA122 (Geosg al., 1992); BM1329,
BM6506, BM6526, BM8125 (Bishop et al., 1994); CSSMI&TH225 (Barendese et al.,
1994); CSRM60, SPS115 (Mooreet et al., 1993), MNMI2mmens et al., 1994); ILSTS011,
MAF209, MAF65, SRCRSP8 (Luikart et al., 1999); H3@cM527 (Isag, 2002); BM1818
(Li et al., 2002); CSRD247 (FAO, 2004); OarFCB1BreCB48, OarFCB304 (Yang et al.,
1999); ETH10 (Solinas-Toldo et al., 1993); INRAB&iIman et al., 1994), para a realizacéo
das andlises. Amplificados pelo método da PCRurs#y protocolo da Martinez et al.

(2004). As informacdes foram recolhidas e analisadaavés do programa Genescan
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Analysis®, versdo 3.12, e Genotyper v. 3.7 pardisméas bandas e identificacdo dos alelos

de cada microssatélite

2.1. Andlise estatistica

Para cada populacdo e microssatélite foram calosla heterozigosidade observada
(Ho) e esperadaH,) e, o numero de alelos que foi calculado apenes @& microssatélites,
considerando as popula¢cées como uma so.

Foram calculados os trés parametros da estatistida Wright Fis, Fir e Fs7) ou
descritos por Weir e Cockerhan (198#)K e 6), que pode indicar o excesso ou déficit de
heterozigoto. Estes parametros indicam a correldeadalelos dentro dos individuos de uma
mesma populacdoFg ou f); do individuo com o total da populacdo, sem aarsir
subdivisdo na populacédb { ou endogamia total), que € devido tanto a endagdemtro das
populacbes como a diferenciacdo entre elas; e acestalidade § ou Fsy), que é a
correlacéo de genes de um individuo vindo de difesesubpopulacdes. Com o estatisfico
€ possivel conhecer a estrutura populacional riaacies onde ha ou ndo selecédo, e esses
podem ser calculado pela heterozigosidade obsee&d@erada, que representa o indice de
diversidade genética proposto por Nei (1977), como:

) T m)
Fo=1-1 Fo=1- Fo=1-—=
H, H, H

Onde H é a frequéncia de heterozigoto observad Hese Hq sdo as heterozigosidade

esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg, ou aidaeda diversidade genética nas
subpopulacdes e populagdo total, respectivamerteas as anélises acima foram realizadas
pelo programa Genetix v.4.04.02 (Belkhir et alQ20
Para verificar a estrutura genética das populagoesm utilizados oFsr de

linearidade, andlogo ao indi¢&r (Slatkin,1995), que considera um modelo demogréfic
simples, de distadncia genética de populagdo par,acpnsiderado um método de distancia
inter-populacional, e a analise molecular de var&@(AMOVA), que € um método de nivel
inter-populacional, similar a outros métodos deripnacdo baseados em analise de variancia
de frequéncias génicas. Ambas as analises foramudas com o auxilio do software
Alerquin v. 3.01 (Excoffier et al., 2006), no qual definido trés grupos populacionais

(exaticas, locais e espanholas) a partir de quafoopulacdes caprinas.
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Utilizou-se o programBottleneck \i.2.0(Piry et al., 1999), apenas nas populacdes de
caprinos locais brasileiropara testar se as populacdes se encontram embequéntre
mutacdo e deriva genética, conforme metodologiaril@sem Cornuet e Luikart (1996),
verificando se houve reducdo no tamanho populacional, com agaal de 10.000
replicacées. Este programa permite avaliar se pgpak passaram por recente reducdo no
tamanho efetivo populacional ou efeito genético“gkrgalo de garrafa”, podendo exibir
diminuicdo no namero de alelos e também da divaedsidyénicgHe, ou heterozigosidade
esperada pelas proporcdes de EHW) nos locos pdicoerA recente reducéo € definida
como aproximadamentéNg— 4N, geragOes passadas e depende de alguns fatwenno
a severidade dbottleneck o modelo mutacional e a taxa de mutacédo dosslestudados
(Cornuet e Luikart, 1996No entanto, o numero de alelos € reduzido maislaapente do
que a heterozigosidade dHo que faz com qued$e torne maior do que a heterozigosidade
esperada sob equilibrio entre mutacéo e derivg,(#d que Hq € calculada a partir do nimero
de alelos e do tamanho amostral (Cornuet e Luike86, Piry et al., 1999).

O programaottleneckdispde de trés modelos mutacionais, o IAM (ModkddAlelos
Infinitos), o SMM (Modelo de Mutacdo Gradual ou [Btese) e o TPM (Modelo de duas
fases). O primeiro modelo, descrito por Kimura ewC(1964), descreve que cada mutagéo
cria um novo alelo, sem considerar o alelo queddie origem, podem estes ser perdidos por
deriva até alcancar o equilibrio. A rigor, o exceds heterozigosidade (aléficit) tem sido
demonstrado apenas para locos que envolvem esselan@hso o loco evolua de forma
gradual, o modelo SMM (Ohta e Kimura, 1973) ou mp@taescalonada, pode ser utilizado
para descrever a mutacdo dos alelos de microssatpkla perda ou ganho de uma unidade
de repeticdo da série e que pode mutar ou comssrtem um alelo ja existente na populacao.
Entretanto, para a maioria dos microssatélites,odal®o TPM, segundo Di Rienzo et al.
(1994) seria 0 mais apropriado a ser utilizado,s pocorpora 0 modelo SMM, e tem
capacidade de captar melhor a variacdo promovildanpetacéo, assumindo que certa fracao
das mutacbes ocorre através de mdultiplas unidade®peticdo. Com este modelo foram
realizados trés testes, o teste do simg), teste de diferenciacdo padronizadig € o teste
Wilcoxon (T3). O primeiro teste serve para comparar estatitcde 0 numero de locos
esperados com excesso de heterozigosidade conerazigbsidade observada, ndo levando
em consideracdo o excesso ou déficit de heteradagbes o segundo teste é utilizado quando
se analisa mais de 20 locos (Cornuet e Luikartg1@8ikart e Cornuet, 1998) e o terceiro

teste contrasta a hipotese nula de equilibrio aoas hipoteses alternativas de excesso e
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deficiéncia de heterozigosidade, sendo considemnads poderoso e robusto, quando
comparado aos demais testes, além de ser utilizano poucos locos polimérficos (<20)
(Piry et al., 1999).

2.1.1. Método de agrupamento e analise da estrufpopulacional

A estrutura genética da populacdo foi avaliada tampéim programa Structure v.2.
(Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003), esmaquecimento inicial de 500.000Qrn-in e
1¢° interacdes, assumindo k=2 a k=14, com cada valdr mépetidos duas vezes. Este pacote
estatistico baseia-se na inferéncia bayesiana éesaparecimento da influéncia de alelos
raros, com base em um model@riori de estruturacdo genética e um modelpriori ndo
definido. O programa permite a determinacdo do icieete de ancestralidadeQ) e
divergéncia genéticaF§y) através do método MCMC (Pritchard et al., 20@D)método
baseia-se em modelos de estruturagdo que permiengaracdo entre uma estrutura
populacional determinada priori pelo usuario com base em dados previamente disgeniv
(ex. andlise de agrupamento) com modelos de estgdto que incluem um numero néo
definido de subpopulacdes.

Os estados extremos dessas populacdes sdo chaseaekiados de absorcéo, os quais
ocorrem quando um alelo foi perdido (frequénciawWjixado (frequéncia 1). A probabilidade
de uma populacdo passar de um estado a outro eéadhate probabilidade de transi¢édo, que
pode ser arranjada em uma matriz, na qual esseloaEgresso em termos de estados
descontinuos com probabilidades fixas de passagemmdestado a outro, € conhecido por
cadeia de Markov (Fernandez-Matioli, 2001).

Os modelos assumem o EHW e o de ligagédo enteeosdentro das populacdes. Sob
essa suposicao, cada alelo de cada loco, em cadéipge € um esboco independente da
distribuicdo de frequéncias, especificando a pntidade de distribuicdo Pr (X/Z,P)
(Pritchard et al., 2000). Os mesmos autores relaiaeno método Bayesiano promove uma
coerente estrutura para incorporar as incertezaentes aos parametros estimados dentro da
inferéncia produzida e, para avaliar o poder dedéngia para o<lusters estimados
facilitando a incorporacdo de informacfes sobr@aalizacdo geografica dos individuos,
quando disponiveis.

Observando os gendtipos, X, e que P e Z foramsdpdouma distribuicdo posterior,
tem-se:

Pr (Z, P/X)0 Pr(Z) Pr(P) . Pr(X/Z,P)
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Para se calcular essa distribuicdo, sdo necesg#amxes computacionais, com 0s
quais é possivel obter uma aproximacao d& @)...(Z™, F™) de Pr(z, P/X), usando-se o
método da MCMC (Pritchard et al., 2000; Falush.e2803).

O programaStructure dispde de quatro modelos ancestrais. Neste tmabfah
utilizado o modelaccom misturagadmisture modelassociado ao modelo de correlagdo das
frequéncias alélicas (Falush et al., 2003), conordalgo de distribuicdo de Dirichlet
(algoritmo de andlise multivariada). Neste moddto, (Z, P, Q/X) € a probabilidade
posteriori sendo X 0s genotipos das amostras, P denota expuéficias alélicas
(desconhecidas) em todas as populacdes, Z a pépul@gsconhecida) de origem do
individuo que, com a introducao do vetor Q dadoge8r(denota a proporcéo de mistura para
cada individuos, e} é a proporcdo degenoma de individuos originagor k populacées),

é modificado para/?® populacéo de origem de cépias alélica&® tPritchard et al., 2000).
Para a construcao datusters(figuras) da estrutura populacional foi utilizadgorograma
Distruct (Rosenberg, 2003).
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3. RESULTADOS

3.1. Numero de alelos, Heterozigosidade Observafsperada e estatistica F

O numero de alelos e a heterozigosidade obsereadantram-se na Tabela 2.
Observa-se nesta tabela que todos os marcadoressditglites apresentaram alto
polimorfismo, com diferentes nimeros de alelos,dsens microssatélites MAF209 e
ETH225 menos polimorficos (03 e 04 alelos) por $oc®s niveis de heterozigosidade
variaram de baixo a moderados em quase todas atapops analisadas. Observa-se que 0
microssatélite MAF209 apresentou variagcdo de O Ugpes Azul e Moxotd) a 0,12
(Repartida), para os caprinos locais, exceto em popalacdo de caprinos exoticos (Boer),
que apresentou niveis d& médio (0,61). Os microssatélites SPS115 e ETHagMhém
apresentaram baixos niveistdg, variando de 0,137 a 0,580. Ainda na tabela 2rena@m-se
os desvios para o EHW, onde as populacdes SRDnaIpiloxoté e Murciano-Granadina
apresentaram maiores propor¢des de marcadoressenuilério (7, 7, 8, 8).

O marcador CSSM66 apresentou desequilibrio em 8&ilpoies, apesar de ter
apresentado maior numero de alelos (29). Por apeeséantos alelos, as combinacfes
genotipicas sdo muitas e isto influencia nos radalt, pois é praticamente impossivel que as
combinacgles tedricas se aproximem das que realnestde apresentadas nas populagdes
estudadas, levando a maiores proporc¢oes de debeiquil

Na Tabela 3 observa-se o numero médio de ale®$populacdes, variando de 5,08
(Boer) a 7,30 (Alpina e Granadina), em menor vaoagas populacdes locais brasileiras (5,7
a 6,7), como era de se esperar. Os maiores valarablp e He foram obtidos nas populagbes
Anglo-Nubiana e Alpina (0,69-0,66) e Alpina e SRD,700). Os rebanhos locais
apresentaram moderada diversidade genética (00566}, fator decisivo para o sucesso de
programas de conservacao e melhoramento, quanidadi adequadamente.

Com base nos valores &g percebe-se que dentre as populacdes de capricais lo
brasileiros, apenas a raga Moxot6 apresentou wémiena de 0,10 (Tabela 3), indicativo de
excesso de homozigotos. Em relacdo as exoticasga Anglo-Nubiana apresentdus
negativo, indicativo de excesso de heterozigotos.

Através da Gr e dos estatistico§, encontrados na tabela 4, pode-se obter a
diversidade genética e a consanguinidade de cadaadwos, podendo-se avaliar o

comportamento destes na populacéo global. Os valterést apresentam-se similares aos de
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Fst este ultimo indica o nivel de diferenciacdo méaitre as populacdes. Esta similaridade
se deve a queestequivale ao Gr.

O G oscilou entre 0,068 (INRA63) e MAF209 (0,284), cuoalor médio de 0,13 ou
13%. O valor médio dEst (), que indica o nivel de diferenciacdo genéticaianddvido a
subdivisdo da populacédo, foi de aproximadamente E2%s valores médios entre os
marcadores variou de 5% (INRA63) a 32% (MAF209).v@kres deFst geralmente séo
inversamente relacionados a habilidade de dispersdimando os valores deste parametro sao
altos, as populagfes tendem a divergir e torn@ngegamias. J& o parameFkg® variou de
0,38241 (MAF209) a 0,070 (CSRM60). Bg (f) que indica a média dgt obtido a partir do
coeficiente de consanguinidade de cada uma dasopulagdes em que se divide a
populacao, variaram de -0,02 (CSRM60) a 0,254 (C&3Mcujos valores negativos sao
indicativos de excesso de heterozigoto para alguarsadores (Tabela 4).
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Tabela 2. Numero de alelos por locos (Na), Hetgasidade Observada {Hpor locos nas populacdes

Locos Na Ho

SRD ALP BOER ANG SAAN AZUL MOX MARO CANIN REPAR GRAU MUR MG GRAN
BM1329 12| 0,681 0,766* 0,530 0,610 0,639 0,748 0,632 0,688 0,787 0,624 0,805 0,764 0,759 0,737
BM6506 10| 0,721 0,809 0,540 0,549 0,803 0,121 0,232 0,537 0,491 0,568 0,380 0,788 0,830 0,701
BM8125 08| 0,730 0,775 0,540 0,623 0,757 0,775 0,711 0,714 0,742 0,670 0,752 0,698 0,815 0,783
BM1818 10 0,769* 0,794 0,314 0,476 0,736* 0,688 0,782 0,496 0,807 0,796 0,703 0,793 0,837 0,794
CSRD247 10| 0,799 0,600 0,565 0,810 0,731 0,567* 0,752 0,681 0,774 0,779 0,519 0,757* 0,743 0,597
HSC 17 0,857* 0,800* 0,782 0,786* 0,833 0,745* 0,684* 0,823 0,731 0,807 0,777 0,864 0,814 0,858
MM12 16 | 0,833 0,877 0,778 0,588 0,884 0,663 0,807+ 0,663 0,724 0,830 0,727 0,621 0,771 0,888
OarFCB48 09| 0,758 0,805* 0,548 0,676 0,794 0,495 0,582 0,653* 0,599 0,601 0,550 0,850 0,821 0,830
SRCRSPS8 12| 0,814 0,749* 0,706 0,739* 0,665 0,671 0,736* 0,722 0,729 0,808 0,709* 0,694 0,756 0,718
INRAG3 06| 0551 0,635 0,725 0,678 0,626* 0,565 0,555 0,544 0,552* 0,469 0,651 0,728* 0,734* 0,645
MAF209 03| 0,167 0,073 0,611* 0,381 0,081 0 0 0,025 0,074 0,120* 0,025 0,268 0,261* 0,084
ILSTS011 09 0,713* 0,824 0,693 0,564 0,779* 0,561 0,701* 0,507 0,644~ 0,757 0,550 0,673 0,614 0,766
SPS115 06 0,603* 0,572 0,459 0,495 0,286 0,406 0,398* 0,505 0,540 0,550* 0,483 0,364* 0,367 0,352
TGLA122 12 0,864* 0,814 0,572 0,672 0,769 0,676 0,815 0,822 0,792 0,8 0,764 0,646 0,724 0,648
BM6526 17| 0,767 0,835 0,809 0,751 0,830 0,686* 0,667 0,813 0,601 0,707 0,772 0,508 0,670* 0,807
CSRM60 10| 0,757 0,844 0,666 0,782 0,767 0,712 0,749 0,770* 0,713* 0,713 0,781 0,799 0,819 0,836*
CSSM66 29 0,823* 0,906* 0,719* 0,824 0,882* 0,654 0,647 0,811 0,729 0,856 0,751* 0,867* 0,824+ 0,834+
McM527 09| 0,772 0,812 0,647 0,700 0,426 0,552 0,710* 0,551 0,680 0,714* 0,688 0,631 0,657 0,703
OarFCB11 15| 0,790 0,724* 0,792* 0,610 0,705 0,594 0,739* 0,446 0,804 0,567 0,659 0,797 0,712 0,800
OarFCB304 18| 0,842 0,827 0,542* 0,611 0,779* 0,846 0,688 0,619* 0,792* 0,756 0,845 0,819 0,709* 0,802
MAF65 10 0,830* 0,798* 0,618 0,723 0,738 0,692* 0,669* 0,559* 0,759* 0,733 0,717* 0,807 0,887 0,815
ETH225 04| 0,221 0,361 0,542 0,460 0,137 0,530 0,483 0,460 0,366 0,444* 0,581 0,339 0,229 0,189
ETH10 06 | 0,657 0,647 0,645 0,510 0,672 0,296 0,585 0,576 0,616 0,580* 0,618 0,493 0,548* 0,593

SRD, Sem padréo racial definido; ALP, Alpina; Bdgoer, ANG, Anglo-Nubiana; SAAN, Saanen; AZUL, AA@X, Moxot6; MAR, Marota; CAN, Canindé; REP, Reiga; GRAU, Grauna; MUR, Murciano; MG, Murciano-
Granadina; GRAN, Granadina.
* Marcadores em desequilibrio para o EHW (P<0,05)
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Tabela 3. Niumero de amostras (N), nimero médiolelesa(Na), heterozigosidade média
observada (Ho), heterozigosidade média esperadee(feice de fixacdo dentro da
populacao (f5) dos 14 rebanhos caprinos

Pop N Na Ho He Fis
SRD 40 6,95 0,635 0,710 0,106
ALP 40 7,30 0,661 0,724 0,088
BOER 40 5,08 0,593 0,624 0,049
ANG 26 5,22 0.693 0,636 -0,092
SAAN 36 7,17 0,630 0,666 0,055
AZUL 40 5,91 0,541 0,576 0,061
MOX 40 5,82 0,540 0,623 0,134
MARO 40 5,69 0,573 0,608 0,058
CANIN 40 5,95 0,606 0,654 0,074
REPAR 40 6,69 0,615 0,663 0,073
GRAU 39 6,73 0,619 0,644 0,038
MUR 35 6,82 0,609 0,677 0,101
MG 20 6,40 0,631 0,691 0,088
GRAN 35 7,30 0,646 0,686 0,059
média 103,03 0,632 0,656

Tabela 4. Coeficiente de diversidade genét&g)(e estatistica Fgr,, Fit € Fs)

Locos Gst Fst Fir Fis
BM1329 0,108 0,092 0,142 0,055
BM6506 0,235 0,244 0,268 0,031
BM8125 0,116 0,111 0,104 -0,007
BM1818 0,117 0,111 0,167 0,062
CSRD247 0,168 0,171 0,166 -0,005

HSC 0,088 0,079 0,114 0,038

MM12 0,099 0,086 0,076 -0,011
OarFCB48 0,127 0,119 0,133 0,015
SRCSP8 0,131 0,127 0,217 0,103
INRAG3 0,068 0,052 0,197 0,153
MAF209 0,284 0,320 0,382 0,091
ILSTS11 0,173 0,174 0,242 0,083
SPS115 0,154 0,146 0,289 0,167
TGLA122 0,122 0,114 0,171 0,065
BM6526 0,153 0,146 0,149 0,002
CSRM60 0,097 0,094 0,070 -0,026
CSSM66 0,139 0,131 0,353 0,255
McM527 0,146 0,142 0,163 0,024
OarFCB11 0,162 0,159 0,166 0,008

OarFCB304 0,138 0,127 0,208 0,092

MAF65 0,082 0,073 0,261 0,20
ETH225 0,112 0,106 0,207 0,11

ETH10 0,148 0,139 0,209 0,081

Intervalo de Confianga (95%) 0,111-0,145 0,1578,2 0,03-0,100

* considera-se os valores superiores a 0,10
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3.2. Diferenciagéo genética entre as populacdes

Na Tabela 5 encontra-se um resumo da andlise dmea molecular (AMOVA), que
evidencia maior variacado entre individuos (79,92%g)icando que maior parte das diferencas
decorre das diferencas entre individuos do que grupulacdes (8,64%). Assim, 87,30% da
variacao total foi atribuida a diferenciacdo dentas populagbes, em que a variacdo restante
(12,70%) foi diferente de zeroF4=0,126; p<0,05), o que gerou diferengcas entre as

populacdes.

Tabela 5. AMOVA para as 14 popula¢cbes caprinagiagas

Fonte de variacao G.L. Soma dos Componente de Porcentagem de
Quadrados variagao variagao

Entre grupos 2 421,151 0,51434 6,58

Entre populacBes dentro dps 11 620,754 0,67452 8,64

grupos

Entre individuos dentro dgs 497  3480,109 0,37979 4,86

populacdes

Dentre individuos 511  3190,000 6,24266 79,9

Total 1021  7712,015 7,81130

O Fsr calculado com base nos 23 marcadores nas 14 gopsléoi alto (0,127). As
distancias pareadaBd;) para os dados microssatélites (Tabela 6) forgmfgiativas. Para as
populacdes locais brasileiras. As menores distarfolmam observadas entre Grauna e Azul,
seguida das populacdes de Moxoté e Canindé, RepatiCanindé e Moxotd e Repartida,
conforme Tabela 6 e, 0 mesmo foi observado enti® 8RAIpina. As menores distancias
foram observadas entre as populacbes espanholama@na, Murciano-Granadina e
Murciana), indicando fraca estruturacdo. Porémmbsese distancias consideraveis entre as
racas brasileiras e espanholas como esperadofaistgode ter sido devido ao isolamento
geografico ou devido a possiveis efeitos de deduwaamostragem. J4 o rebanho SRD
apresentou-se proximo das populacdes locais dal Bracativo da presenca ainda marcante

dos caprinos locais nos sistemas de producao egent
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Tabela 6. Distancias paread&s{ entre as 14 populacdes caprinas estabelecidas.

SRD ALP BOER ANG SAAN AZUL MOX MARO CANIN REPAR GRAU MUR MG  GRAN
s - * * * * * * * * * *
ALP 0058 - . . . . . . . . .
BOER 0,143 0,164 - * * * * * * * * *
ANG 0,089 0,128 0,191 - * * * * * * * *
SAAN 0,091 0,057 0,203 0,157 - X * * * * * *
AZUL 0,124 0,145 0,268 0235 0,196 - x o x * * * * *
MOX 0,084 0,119 0,231 0,202 0,160 0,088 - L * * * *
MARO 0,085 0,103 0,208 0,183 0,170 0,092 0,076 - x ok * * *
CANIN 0,069 0,098 0,202 0,177 0,136 0,111 0,049 0,108 - - * * *
REPAR 0,067 0,095 0,210 0,156 0,121 0,108 0,052 0,088 480,0 - * * * *
GRAU 0,083 0,097 0,229 0,182 0,145 0,035 0,077 0,070 970,0 0,090 - * * *
MUR 0,103 0,070 0,189 0,152 0,082 0,218 0,202 0,176 600,1 0,166 0,170 - - -
MG 0,083 0,064 01175 0,139 0,055 0,213 0,184 0,166 49,1 0,137 0,157 0,010 - -
GRAN 0,083 0,062 0,171 0,132 0,070 0,213 0,184 0,163 49,1 0,146 0,155 0,036 0,023 -
*p<0,05

'Métodos das distancia& £y
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3.3. Efeito de “gargalo genético” (Bottleneck) na®pulacbdes caprinas locais

O resultado das andlises que testam recentes exiugd tamanho efetivo
populacional lfottleneck encontra-se na Tabela 7. As populacdes exotiéas faram
consideradas neste estudo por serem considerapala@@es “abertas”, rebanhos comerciais.
Aplicaram-se trés testes para 0 excesso de hajetogj os quais permitem determinar se
uma populacdo exibe numero significativo de locma excesso de heterozigosidade. Para as
populacdes locais, o teste foi significativo para(Woxotd) e a para e T, (Grauna),
rejeitando-se também a hipotese de nulidade. Essedtados indicam a probabilidade de ter
ocorrido um estrangulamento demografico. Nas dep@isilacdes ndo foi observado efeito
bottleneck.

Tabela 7. Analise do efei@ottleneck(*gargalo genético”) para as populacdes caprioeasi$

usando o modelo TPM

TPM
Teste do Sinal  Teste diferencas padronizadas Teste de Wilcoxon
Populacao (Ty) (T2) (Ts)
AZUL - * -
MOX - _ *
MARO - - -
CAN - - -
REP - - -
GRAU * * -

* Rejeita-se a hipétese nula (ha bottleneck)
- Populagdes que ndo apresentaram bottleneck paigstes aplicados

Embora a variabilidade genética de uma populagaogseealmente medida em termos
de heterozigosidade média, é importante conhené@nero de alelos por loco, pois caso esse
namero seja reduzido drasticamente apds uma p@uufassar por um “gargalo genético”, a
adaptabilidade desta populacdo pode ser limitadssmma que a heterozigosidade média
continue elevada (Nei et al., 1975).
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3.4. Estrutura populacional

A metodologia MCMC, desenvolvida com um modealgriori indicou através da
maxima verossimilhanca uma distribuicapasterioriln P(K/X)=-32314,0 como K entre 12
e 13) de cada coeficiente de mistura de cada ohaivideterminando-se o namero real de

populacdes (Figura 1).

-31000
-32000 -
-33000 -
-34000
LNn(x/K) -ss000-
-36000

-37000 -

-38000

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

K
Figura 1. Representacdo grafica da maxima verossimilhasge eelacdo com os valores de
k

A Tabela 8 foi construida pate=13 indicando as proporcdes das 14 populacdes
amostradas, onde cada populacéo € designada a mmaisciusters As populacdes exoticas
(Alpina, Anglo-Nubiana e Boer) apresentaram alteehide agrupamento (77%, 93,3% e
95,7%) em distintoslusters com poucos individuos identificados como misamaestral. A
raca Boer foi a que apresentou praticamente tosiasdividuos de sua populagcéo agrupados
em um mesmeluster A raca Saanen foi designada a ddissters (cluster11 (40,4) e 13
(44,5)). Nas populacdes caprinas locais, os grdgose Gralna agruparam-se para 0 mesmo
cluster (cluster2), com 75% e 58,1%, respectivamente. Fato sentelldanobservado entre a
populacdo de Moxot6 e Repartida (77,8% e 56,7%jusier 4 com proporcgéo de individuos
das demais populacées caprinas locais agrupadaspaesmaluster (2%-10%). E notorio
que a populacdo Repartida apresenta maiores pfmsorde mistura com as populacdes
Canindé e Moxot0, apresentando-se como um mesdgaduahs racas. As populacdes Canindé
e Marota apresentaram alta propor¢cdo de individiesggnados (78% e 82%) patfaisters

diferentes(6 e 7) Na populacdo SRD observa-se ligeira variacaoropopcao de individuos
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designados erolustersdiferentes (3,5%-64,3%), indicando maior agrupamelo SRD para
o cluster 12 com alocacdo de alguns individuos em outros grupajue pode ser melhor
visualizado na Figura 2.

Ja para as populacdes espanholas, a Murciana eaaiGranadina foram agrupadas
proporcionalmente em um mesroloister, com 22% de individuos da raca Granadina, sendo
designados para o mesmo grupdufter 3). Isto indica que a Murciano-Granadina possui
maiores proporcfes de Murciana em sua constitujgietica (Figura 2), o que pode ser
observado naluster 8 que € partilhado pelas duas racas.

Os trezeclustersconstituidos de individuos dos quatorze gruposrdaim proporgdes
de designacdo diminuidas (0,4% - 7,3%), com pouadsviduos identificados como
ascendentes, exceto para os individuos da popul8eaoen (44,5%) (Figura2), que se
agrupou noglusters1ll e 13, fato que pode ser explicado por seremidenaslos rebanho

constituidos por animais da Espanha e do Brasil.
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Tabela 8. Designacao das populacdes aos respegtiyoss para k=13, usando o programa STRUCTURE

Populacéo Clusterl Cluster2 Cluster3 Cluster4 Cluster5 Cluste Cluster7 Cluster8 Cluster9 Clusterl0 Cluster1l lusterl2 Clusterl3

SRD 0,018 0,030 0,017 0,035 0,105 0,024 0,022 0,012 060,0 0,068 0,007 0,643 0,012
ALP 0,008 0,014 0,010 0,015 0,082 0,014 0,016 0,010 700,7 0,006 0,007 0,027 0,022
BOER 0,957 0,003 0,003 0,003 0,004 0,003 0,004 0,004 030,0 0,005 0,003 0,004 0,004
ANG 0,015 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005 070,0 0,933 0,005 0,008 0,005
SAAN 0,006 0,006 0,030 0,006 0,017 0,005 0,006 0,019 370,0 0,010 0,404 0,010 0,445

AZUL-PB 0,003 0,750 0,010 0,098 0,009 0,024 0,027 0,007 120,0 0,006 0,036 0,012 0,007
MOX-PE 0,003 0,025 0,007 0,778 0,018 0,058 0,057 0,005 060,0 0,008 0,007 0,011 0,017
MARO-PI 0,004 0,033 0,004 0,074 0,010 0,013 0,817 0,005 060,0 0,006 0,005 0,015 0,007
CANIN-Ba | 0,008 0,023 0,007 0,067 0,014 0,778 0,038 0,008 060,0 0,008 0,010 0,018 0,016
REPAR-Ba | 0,011 0,044 0,014 0,567 0,019 0,188 0,025 0,012 140,0 0,023 0,016 0,055 0,011
GRAU-PB | 0,004 0,581 0,014 0,018 0,211 0,011 0,034 0,018 410,0 0,008 0,020 0,012 0,028
MUR-Es 0,006 0,005 0,860 0,008 0,016 0,006 0,008 0,020 18,0 0,007 0,007 0,011 0,029
MG-Es 0,015 0,007 0,685 0,009 0,032 0,005 0,011 0,150 180,0 0,006 0,014 0,031 0,018
GRAN-Es | 0,014 0,006 0,217 0,006 0,016 0,007 0,009 0,598 180,0 0,010 0,014 0,013 0,073
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Figura 2. Designacao de individuos (A) e de populacdes @ndo a estrutura baseada na

alocacdo das amostras pafal3. As cores correspondem a cada uma das 14

populac

duos designados a cada

aimalei

Oes indicadas na Tabela 8. (A) Propor¢

(B) Alocacéao

populacdo, cada barra representa uma uUnica amiostradual.

referente as populacdes caprinas
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4. DISCUSSAO

A maioria dos microssatélites estudados apresdmtas propor¢coes de alelos para
avaliacdo da diversidade genética, exceto os maressdMAF209 e ETH225. Luikart et al.
(1999) e Sechi et al. (2007) também encontrararpgoodes semelhantes para o MAF209,
gue é descrito na literatura como um marcador pair@os, fato que pode ter influenciado
este resultado, um vez que trata-se de espécersmtiés.

Ja Fatima et al. (2008) ao avaliar a variabilidgeeética de trés rebanhos caprinos
da india, utilizando dois sistemas multiplex com rh&rossatélites, verificaram que dois
rebanhos (Gohilwadi e Zalawadi) apresentaram nurderalelos (8) para o microssatélite
ETH225, superiores aos relatados neste estudo.régongdes de alelos deste marcador
observadas no presente estudo foram semelhantes@stradas por Saitbekova et al. (1999).
Estas variacbes sdo decorrentes das diferenca®sede onde provém, da estrutura das
amostragens e diferencas nas frequéncias alélicas.

Para o estudo da diversidade genética observaawsacdo 0,57 (Azul) a 0,74
(Alpina), com média de 0,656 para o total de mayme&l considerando a populacéo total.
Oliveira et al. (2007) obtiveram resultados enty@8@),80 trabalhando com 410 caprinos de
ragcas exoticas e locais, com resultados superame®ncontrados neste trabalho. Joshi et al.
(2004) obtiveram resultados de 0,90. No entantiesesabalharam com DNA mitocondrial
em caprinos da India. Dentre os caprinos exdéticoBoer foi 0 que apresentou a menor
variabilidade genética (Tabela 3). Visser et @00@) observou baixa variagdo para esta raca,
0 que justifica-se por ser uma racga consideradandés antigas, submetida a selecao artificial
para varias caracteristicas desde os ultimos 5. &ssim, percebe-se que a manutencao da
diversidade genética e equilibrio nos acasalamdntos-se importante para programas de
conservacdo e melhoramento para que nao ocorradageate alelos nas populacbes
ameacadas.

Quando os pressupostos que compdem a base do BblWiotados, ocorre entéao
desvio do equilibrio das frequéncias genotipicas. d@svios observados em alguns
marcadores nas populacdes podem ter sido causadesgogamia, pela ndo amplificacéo ou
presenca de alelos nulos, grupo de alelos defeisums selecdo contra o heterozigoto. Araujo
et al. (2006) ndo encontraram desvios de equilipaca dois marcadores (INRAOO6 e
ILSTO11) estudando populagBes Alpina, Saanen eokdoxjue pode ser atribuido a efeito de

amostragem. Estes tém sido reportados em varidwlikes e indicam desvio dos
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acasalamentos ao acaso (Luikart et al., 1999; Letval., 2000; Barker et al., 2001; Li et al.,
2002).

As populacbes que apresentaram maiores quantidkd@sarcadores em desvios
para o EHW também apresentaram valoreB,glacima de 0,10 (Tabela 2 e 3). Este resultado
indica que pode estar havendo selec¢éo dirigidasgsipulacdes. No caso da Alpina, rebanho
melhorado para produgéo leiteira. No entanto, bameos locais, como a Moxoté e Canindé
nNao passaram por processos seletivos intensos e€ass-se, provavelmente, ao isolamento
isolamento geografico e deriva, o que favorece risaguinidade. Além disso, ndo existe
gestdo genética com vistas a manter o nimero efieldal e controle dos acasalamentos para
minimizar os efeitos da endogamia. Observa-se gpepalacdo Repartida é o grupo que
possui maiores proporcdes de genes Moxotd e Canouwtéo observado na Figura 2,
demonstrando ter ocorrido um fluxo génico destgsufagdes naquela. Destaca-se que as
populacdes Azul, Grauna e Marota, mesmo sendo demasios 0s grupos mais ameacados
devido ao menor efetivo, apresentaram menos deoguarcadores em desequilibrio.

As diferencas genéticas observadas entre as 14agéps (AMOVA, Tabela 8),
validam os valores de distancias Hegr obtidos para todas as populacdes (Tabela 6). A
diferenca entre populacdes dentro de grupos (8,8di%)ais elevada que a diferenca entre os
grupos (6,58%), indicando que as populagbes espticeal e espanhola sdo distintas.
Oliveira et al. (2007) estudando trés rebanhosageimos locais e exéticos encontraram maior
variacao entre individuos dentro das populac6e$188) que entre populacdes (11,49%).

Esta estruturacdo pode ser observada na FiguiadiZzando que pode haver
subdivisdo de algumas populacdes, por consequéasidesvios das frequéncias genotipicas
da populacdo em relagcdo ao EHW. Fan et al. (2608) et al. (2009) encontraram valores
inferiores ao deste estudB4r= 5,7% e 5,2%) para rebanhos de caprinos chinggksando
que a diversidade total de caprinos resulta daretit@éacéo intra-racial. Os resultados
encontrados sado similares a outros que usam maesadoicrossatélites e em grau de
conclusao com os que utilizaram sequéncias deaegidtrole de DNA mitocondrial (Luikart
et al., 2001; Li et al., 2002; Fan et al., 2007).

Para Luikart et al. (2001) a estruturacdo popatadi de caprinos (10%) é
considerada fraca, quando comparados com os bo{®486) entre continentes e, um dos
fatores que contribuem para essa situagcdo se geveavelmente, da maior transposigcéao
intercontinental de caprinos. A maior propor¢cao,42%) da variacdo genética total resulta

das diferencas entre individuos, uma vez que pst&sncem a grupos e regiées demograficas
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diferentes. Cafdn et al. (2006) em trabalho reddizeom caprinos da Europa e Oriente
Médio, relatam que cerca de 41% da variabilidadetiea entre as racas pode ser explicada
pela origem geografica dos individuos. Comentandeaique uma caracteristica tipica da
constituicdo genética de animais domésticos € atéexiia de rebanhos distintos
geneticamente isolados e sujeitos a uma sistenmsgiegdo de acordo com os objetivos da
criacdo, 0 que ndo € uma caracteristica das racass lde caprinos do Brasil. Esse ndo foram
submetidos a fortes pressodes de selecao.

Os dados dos microssatélites sugerem que exisgaliferenciacdo genética entre os
grupos caprinos (locais, exéticas e espanholagbgl@ 6 a 8). Os elevados valores de
distancia Fsy) se devem ao fato de ndo haver troca de materigdtgo entre esses grupos,
principalmente entre os grupos espanhdis e locagléiros e, destes com os exoticos, exceto
com a populacdo SRD, que apresentou proximidade a&amaca Alpina e entre algumas
populacdes caprinas locais e espanholas, com distéariando de 0,067 a 0,086 (Tabela 6),
diferencas essas reveladas pelos resultados da AM@Wistancia entre grupos locais e
exoéticos € uma constatacdo importante, pois perooibeluir que esses grupos estdo bem
conservados e que as politicas de importacdo tém aixo impacto, pelo menos nos
rebanhos estudados. Além disso, os rebanhos lot#izados neste estudo provém de
criadores que néo utilizam animais exoéticos em ssgh@nhos, o que ndo é uma generalidade.
No entanto, as populac¢des locais do Brasil estditorproximas entre si, principalmente as
Azul e Grauna; e Moxot6 e Repartida e desta comupogCanindé. Isto denota a falta de um
plano de manejo dessas populacdes de forma a avdaalamentos entre eles ou, talvez, a
propria historia de formacdo desses grupos e pidaime geogréfica, que favorece os
acasalamentos. Menezes (2005) usando a distancibedest al. (1983), encontraram
distancias maiores, certamente em funcédo do uddetente metodologia.

Os resultados encontrados demonstram que algdnddnos da populacdo SRD
também apresentaram cruzamentos com outras ragaspalmente com as caprinas locais
(Repartida, Grauna e Azul) e exoticas, (Tabelal@rashi et al. (2000) e Oliveira et al.
(2007) trabalhando com populacdes de caprinos MoxXoanindé, Grauna, Anglo-Nubiana,
Alpina, Toggenburg, Saanen e SRD de diferenteslestdo Brasil (Ceara, Minas Gerais,
Paraiba e Rio Grande do Norte), com diferentes do#igias (marcadores protéicos e
microssatélites), também encontraram semelhancael@gdes genéticas entre as populacdes

SRD com os caprinos locais e 0s exoticos, fato gpoe estar relacionado a cruzamentos
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desordenados entre estas (SRD). JA para os rebdodais, indicaram umstatus de
conservagao, nao apresentando em sua composigioasis

Para o grupo exatico, observa-se grande proximidsudre as populacdes Alpina e
Saanen (0,0570). Estes resultados corroboram debgpdle origem comum destas racas
(Suica). Maudet (2001) estudando a diversidadetigande oito populac¢des caprinas (Alpina
francesa, Alpina suica, Saanen francesa, Saanen, dBionda, Girgentana, Murciana e
Togenburg), também encontrou maior proximidade tiEmeéntre a Alpina francesa e Saanen
suica. As racas Boer e Anglo-Nubiana também api@sen-se proximas (0,19) entre as
exoticas, o que se deve ao fato da primeira teoggam na Africa do Sul a partir de animais
trazidos da India e dos paises arabes, e a Ultipertancer a grupos do tronco asiatico e
africano. Nas populacdes espanholas estudadasrvaivsee as menores distancias e,
Martinez et al. (2005) ressaltaram a que a racaddiaa vem sendo absorvida pela Murciana
de forma gradativa e silenciosa.

A predefinicdo do numero ddusters (k) estabilizou-se entre k= 12-13 (Fig. 1).
Alguns individuos foram relacionados em multipthssters(Tabela 8). Isto certamente deve-
se ao fato de que a deriva genética ocorre rapidteneen pequenas populacdes isoladas, uma
vez que esses grupos acumulam rapidamente diferetguéncias alélicas, como afirmam
Rosenberg et al. (2002). Além disso, quando umallpg@o € iniciada a partir de reduzido
namero de individuos (fundadores), a sua variadiiéddependera da amostra de alelos trazida
por esses fundadores e esse “efeito fundadimtinfler effegt pode causar diferencas
significativas entre frequéncias alélicas na pagadaoriginal e na populacdo recém-formada
(Nei et al.,1975; Robinson, 1998). Os mesmos asitikatam que a reducdo esporadica no
tamanho de populacdes tem efeito sobre as geragisequentes. Assim sendo, o nimero
minimo de individuos que se reproduzem duranteriogh@ de estrangulamento demografico
(bottleneck define a probabilidade de perda de alelos pavaeenética, e estes s6 poderiam
ser recuperados por mutagéo ou a partir de oub@aslgzOes, por migracao.

Os gargalos genéticos e a intensidade com querepadr no passado e nao
documentados podem ser detectados atraves daqeedigersidade genética e, a partir dos
microssatélites, pode-se identifica-los. O estudo bittleneck é importante para a
identificacdo de populagcbes que passaram ou pgssassse estado, pois aquelas por uma
recente reducdo do tamanho efetivo exibem redugaoldchero de alelos e na diversidade
genética de locos polimorficos (Luikart e Cornue298). Observa-se na Tabela 7 que o

primeiro teste Ti) indicou apenas duas populacbes (SRD e Grauna) exxasso de
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heterozigoto. O baixo poder discriminatorio desttd pode ser devido ao fato deste requerer
de 5 - 20 locos polimérficos e uma amostragem dexapadamente 20-30 individuos
(Luikart e Cornuet, 1998). Os mesmos autores ametitam que neste teste é detectado
bottleneck especialmente se este € grave.

Os tested, (Teste diferenca padrae)Ts (Teste Wilcoxon) foram os que apresentaram
evidéncias ddottleneckna populacdo SRD, apesar desta ndo ser considemagerigo de
extingdo. As populacdes SRD e Alpina apresenta@msideravel grau de consanguinidade
(Fis >0,10). Os mesmos testes apresentaram evidéreibetiteneckpara trés populacdes
caprinas locais, Azul e Graun®,) e Moxoté T3), as duas primeiras podem estar passando
por umbottleneckmesmo néo indicando grau elevado de consangdmifa<0,10).

Amirinia et al. (2007) encontrarabottleneckpara todos os testes nos trés modelos
(IAM, TPM e SMM) estudando cavalos. Ja Fatima et(2008) encontrou evidéncias de
bottleneckpelo teste Wilcoxon, apenas com o modelo IAM emrioas Surti e, 0s autores
relatam que esta populacdo ndo se encontra em disoextingdo. O teste de diferenca
padronizada € indicado quando se utiliza mais ddo26s polimorficos (aloenzimas ou
microssatelites) (Cornuet e Luikart, 1996), paranosede 20 locos é recomendado o teste
Wilcoxon, apesar de este teste ser analogos asigei(Piry et al., 1999).

Para o agrupamento visualizado na Figura 2 (A e dBserva-se que alguns
individuos das populacdes estudadas possuem relggdreiais com outras populacdes
(Figura 2, Tabela 8). A populacdo Marota e Canegui&sentaram relativa homogeneidade, o
que indica certo grau de pureza. A Grauna apesaomartiihar o mesmo cluster com a
Azul (figura 2, Tabela 8) foi a que apresentou mampor¢cdo de individuos mesticos,
quando comparada a outras populacdes caprinas.ldéas populagbes Saanen, Murciano-
Granadina e SRD, apresentaram subdivisdo mais uacEnt€lusters 12 e 13). Isto era
esperado notadamente na Murciano-Granadina e SRDs@m uma mistura de racas. Essa
tendéncia de agrupamento também foi observada poekés (2005), tendo observado que as
populacdes caprinas locais formaram subgruposntbisti o primeiro formado pelas
populacdes Moxotd, Canindé e Repartida, o segueth Azul e Grauna e o terceiro pela
Marota, e que estas possuiam um elevado grau degpur

Apesar dos relatos de formacéo dos rebanhos Ibcaggeiros terem sido a partir de
animais trazidos no periodo colonial, as populag@pmnholas e as exéticas inferidas neste

estudo se apresentaram distantes dos grupos (dadisla 6, 8 e Figura 2).
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Os resultados de Oliveira (2007) demonstraramagredacdo genética entre a raca
portuguesa Serpentina e a raca local Moxoté ndesaptaram contribuicdes significativas
para as populacfes caprinas locais. Nos estudiizackss nesse trabalho também néo foram
encontrados contribuicdes significativas de migrardgntre as populagdes caprinas locais e
espanholas, bem como as exoéticas. Os estudos genéssociados aos relatos historicos
indicam que as racgas caprinas do Brasil sdo adeptadistintas daquelas racas das quais
derivaram, por isso sdo considerados locais (Tot@4; Ribeiro et al., 2004; Menezes et al.,
2006).

Martinez et al. (2007), ao estudar as relacdestigasélas racas de caprinos Ibéricos e
Latino Americanas, relataram que as cabras loqaisilbiras se diferenciavam de todas as
demais racas analisadas e que o possivel motita désrenciacdo poderia ser a migracao,
de outras populacdes que néo foram relacionadastaodo ou a deriva genética ou a selecéo,
que possam ocorrer nestas populagdes.

As implicacdes desse tipo de analise para estugosahservacdo sdo muito
importantes: se € uma raca e/ou espécie ameacadacgpa uma determinada area, entdo a
estratégia de conservacao deve ser no sentidcederpar a diversidade da raca e/ou espécie
naquela &rea, pois ja podem existir adaptacdeslqoa se perderiam no caso de a populagéo
ser misturada com outra (Solé-Cava, 2001). Ososfaile estocasticidade nas pequenas
populagdes que incluem o endocruzamento, a perdévdesidade genética e o acimulo de
mutacfes (Frankham et al., 2008) devem ser estadadanalisados minuciosamente nas
populacdes ameacadas, uma vez que estas encoetram-sumero reduzido, situacdo na

qual se encontra a maioria das popula¢des dencagdadcais do nordeste brasileiro.
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5. CONCLUSAO

Existe ainda suficiente variabilidade genéticamisnhos estudados.

As populacdes estudadas formaram trés grupos jpaiscicaprinos locais brasileiros,
exoticos e espanhdis.

Observou-se média estruturacao nas racas exoticas;

Dentre as racgas locais, apenas a Marota e Canimdgemtaram forte estruturagao.

As populacfes Azul, Moxot6 e Grauna apresentarfeitoaegargalo genético

Os microssatélites (MAF209 e ETH225) propostos p&l® e ISAG para estudo de

diversidade genética em caprinos apresentaramesm® aformativo neste estudo.
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Uso de inferéncia classica e bayesiana para anali&s relacbes genéticas e estudo da
estrutura genética de populacdes caprinas atravé®dnarcadores microssatélites

Resumo
A disponibilidade de varias medidas de distancixseticas, desde as classicas até aquelas

obtidas a partir de métodos bayesianos, acopladofisticados programas computacionais e técnicas
moleculares, como os marcadores microssatélites, sehdo incorporados as analises genéticas de
estudos populacionais. O presente trabalho teve cijetivos avaliar as relagbes genéticas por meio
de duas distancias genéticd3, (e Reynolds e a estrutura das populagbes pelos métodos das
frequéncias e bayesiano, de 511 caprinos distaiguédh 14 populagfes (SRD, seis conhecidos como
caprinos locais do Nordeste brasileiro (Azul, CdéinGrauna, Marota, Moxot6, Repartida); quatro
rebanhos exéticos (Alpina, Anglo-Nubiana, Boer arem); e trés rebanhos espanhdis (Granadina,
Murciano e mestico Murciano-Granadina), com 23 mdoces microssatélites (TGLA122, ETH10,
INRA63, BM1329, BM6506, BM6526, BM8125, CSSM66, EZ25, CSRM60, SPS115, MM12,
ILSTS011, MAF209, MAF65, SRCRSP8, OarFCB11, OarF&B®arFCB304, HSC, McM527,
BM1818, CSRD247). Em seguida realizou-se nova smatom os 13 microssatélites mais
informativos e polimérficos (BM 1329, BM 8125, BMI8, CSRD247, HSC, MM12, SRCRSPS,
ILSTSO011, TGLA122, BM6526, McM527, FCB11 e OarFCBROCom base nas distancias estimadas
através dos 23 microssatélites, observou-se qpemdactes locais apresentavam-se mais proximas
entre si e distantes das exéticas e espanholaani@sis SRD apresentaram-se proximos de algumas
populacgBes locais e exdticas. Resultados semethfioram obtidos nas analises realizadas com os 13
microssatélites, e as distancias obtidas com bastsa de 23 e 13 microssatélites apresentaram-se
altamente correlacionadas. Pelos métodos das fieiqsée bayesianos, foi possivel classificar os
individuos a sua respectiva populacéo de origenpopsilacbes Boer e Anglo-Nubiana apresentaram
100% de individuos agrupados a suas populacGesgdem pelo método frequentista. Para os demais
grupos observaram-se que alguns individuos forassificados em populacdes diferentes da sua
origem, principalmente as nativas entre si e agrégpas. Com o método bayesiano foi possivel uma
correta classificagédo de 85,3% dos animais, dos @4a04% foram corretamente classificados na sua
populagdo de origem (analise com 23 microssatglidss analise com 13 microssatélites, 82,6% dos
animais foram corretamente classificados, sendb636,corretamente classificados a sua populagéo
de origem. Os resultados demonstraram que a cogdmrde diferentes metodologias forneceu maior
acuracia destes e o uso reduzido de marcadoref) sstes mais informativos, forneceu resultados

condizentes.

Palavra-chave:Distancias genéticas, método frequentista e bayesi
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Use of classic and Bayesian inference for the study genetic relations and structuring in
goat populations using microsatellite markers

Summary

The availability of different genetic distance ma&&s — from classic to Bayesian methods —
coupled to sophisticated computational programs emwdecular methods, such as microsatellite
markers, have been incorporated to genetic anaipsespulation studies. The aim of the present
study was to assess genetic relations using twetigedistancesli, and Reynoldy and population
structuring using frequency and Bayesian methodsugh the study of 23 microsatellite markers
(TGLA122, ETH10, INRA63, BM1329, BM6506, BM6526, BBI25, CSSM66, ETH225, CSRM60,
SPS115, MM12, ILSTS011, MAF209, MAF65, SRCRSP8, k811, OarFCB48, OarFCB304,
HSC, McM527, BM1818, CSRD247) in 511 goats disti@ouamong 14 populations [one group with
no defined breed; six groups of known local breiedaortheastern Brazil (Azul, Canindé, Grauna,
Marota, Moxotd, Repartida); four exotic breeds (A& Anglo-Nubian, Boer and Saanen); and three
Spanish breeds (Granadina, Murciano and the Mweranadina mixed breed). A second analysis
was performed with the 13 most informative and palyphic microsatellites (BM 1329, BM 8125,
BM1818, CSRD247, HSC, MM12, SRCRSPS8, ILSTS011, TG22 BM6526, McM527, FCB11 e
OarFCB304). Based on the distances estimated fhmm28 microsatellites, the local populations
proved more closely related to each other and mistam the exotic and Spanish breeds. The goats
with no defined breed were closely related to stwnal and exotic populations. Similar results were
obtained with the 13 microsatellites. The distandesermined based on the use of 23 and 13
microsatellites were highly correlated. The frequeand Bayesian methods allowed classifying the
individuals in their respective populations of anigrhe frequency method grouped 100% of the Boer
and Anglo-Nubian individuals in their populationsasigin. Some of the remaining individuals were
classified in populations other than their popuolatiof origin, especially the local and Spanish
individuals. In the analysis with 23 microsateBit¢he Bayesian method correctly classified 85.3% o
the animals, 34.04% of which were correctly clasdifin their population of origin. In the analysis
with 13 microsatellites, this method correctly sifisd 82.6% of the animals, 36.16% of which were
correctly classified in their population of origihe results demonstrate that a combination of
different methods provides greater accuracy angtilgause of a smaller number of more informative

markers provides similar results to the use ofeatgr number of markers.

Keyword: Genetic distances, frequentist and Bayesian method
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais rico em biodiversidade e car&etese pelo crescimento da
conscientizacdo da conservagdo de seus recurs@ticgsnanimais e vegetais. Com o
crescimento econdmico do pais, veio também a mdedo da agricultura e, muitos dos
recursos genéticos animais foram deixados de ladocomitantemente a introducéo de
espécies exoticas, causando a deriva genéticasdesgeriais considerados nativos. Barker
(1994) relata que é interessante manter a divelsidgnética maxima de cada espécie,
prevendo a necessidade para o desenvolvimentestgnsis de producdo sustentaveis, uma
vez que nao é possivel predizer com objetividadesqraracteristicas podem ser necessarias
no futuro.

Atualmente, os estudos com genética classica t@&m auxiliados pela genética
molecular, que se moderniza a cada dia, e permitgdar davidas quanto a possivel origem
de um individuo e a correcdo de paternidades eashraiém de melhorar a acuracia de
estudos referentes as andlises das relacfes genétic animais domésticos. Esta Ultima
sendo uma etapa considerada importante para osmaprag de conservacao e melhoramento
dos recursos genéticos animais, uma vez que in@der informacdes acerca da diversidade
genética, além de servi como base para se conaestratificacdo das populacdes estudadas.

A tecnologia molecular vem promovendo a descobdeiaum grande numero de
marcadores de consideravel polimorfismo, o que peramalisar a variabilidade genética e a
estruturacéo evolutiva de populacdes (Estoup e Bsn@é98; Cornuet et al., 1999).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de métodos paraisgnale populacbes a nivel
molecular vem crescendo, dentre eles estdo ososstladdiversidade genética entre e dentro
de populagdes, seguindo uma estruturacdo hierarguas relagdes genéticas entre estas.

Muitos trabalhos demonstram os beneficios do usona@gcadores altamente
polimorficos, como os marcadores microssatélites gfio facilmente amplificados por PCR,
para os estudos da diversidade e rebanhos reldosr{adaval et al., 2002). A importancia
desses estudos se deve ao fato do entendimentoottayia e das forcas evolutivas que
promovem mudancgas nas populacdes (Schneider, 2D8@ essa complexidade, a variagéo
entre individuos ou populacdes é analisada por etermiinado método ou uma combinacao
deles (Alcochete, 2005). Segundo Karp et al. (199887b) cada tipo de dado fornece
diferente informacéo e a escolha do(s) método(glitann(s) vai depender dos objetivos do
experimento, do nivel da resolucdo desejada, dogrses e infra-estrutura tecnolégica

disponivel, das dificuldades operacionais e do temp
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Esses estudos sdo complexos e nao é facil contwlas as caracteristicas de suas
populacdes alvo. Nesse contexto, a inferéncia &utsutil, pois a partir de subconjuntos de
valores, de dimensBes bem menores, possibilitatrapedacdo a um grande conjunto de
dados, das informacdes e conclusbes. As primed@scas ddnferénciasurgiram com 0s
trabalhos de Bayes, DeMoivre, Gaus e Laplace h& ami200 anos (Cordeiro, 1992) e o
aspecto inferencial ou preditivo pode ser constleianportante nestes estudos (Paulino et
al., 2003). De acordo com Gusmao (2008), a infesétem como objetivo prover regras
apropriadas de natureza cientifica baseando-se rantamjunto de dados para executar
algumas tarefas, tais como estimacdo, construcdo intlervalos de confianca e
desenvolvimento de teste de hipéteses.

Atualmente, dispbe-se de varias técnicas que avaliaiversidade juntamente com a
estrutura genética das populacdes. Esses agrupdiniduos a populacdes e tem sido
auxiliado tanto pela inferéncia classica como pdétados baseados nas distancias e
probabilisticos (Nei, 1972; Nei, 1973; Nei 1978;i ¢ al., 1983; Reynolds et al., 1983;
Paetkau et al., 1995), além da inferéncia bayesiBste método incorpora informacfes
prévias ao procedimento de estimacao, as quaissgizificadas pela distribuicagosterior
a a priori x verossimilhangacomo os métodos propostos por Rannala e Mou(1&97),
Cournut et al. (1999) assumem o EHW e/ou de ligai@® dados do gendtipo de cada
individuo (Pritchard et al., 2000; Falush et aDQ3).

Nei (1973) define a distancia genética como senddegienca entre duas entidades
que podem ser descritas pela variacdo alélica. deftaicdo foi posteriormente melhorada
por Nei (1987) como sendo “qualquer medida quaivitala diferenca genética, em nivel de
sequéncia ou freqiéncia alélica, que é calculatte erividuos, populagdes ou espécies”.

Segundo Laval et al. (2002) a aparente diversidiadedistancias genéticas pode ser
estruturada em dois ou trés grupos principais: isirntias baseadas em distribuicbes de
frequéncias alélicas - Euclidiana e distancias kamgs - e as distancias baseadas nas
distribuicoes do tamanho dos alelos.

Em caprinos, a estimativa dessas distancias condesmarcadores microssatélites
tem sido largamente utilizada para estudo de ddemts e caracterizacdo genética,
empregando-seoftwarescada vez mais completos e que permitem resultasassps. Na
literatura encontram-se trabalhos utilizando de tosuimarcadores. Quais e quantos

marcadores se utilizar? Sao perguntas que sentgreras/olta com o pesquisador.
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo estdderentes métodos, verificando
as respostas obtidas com 23 marcadores e depoi®Eanicrossatélites mais informativos

que fornecessem os mesmos resultados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostra animal e microssatélites analisados

A principio realizou-se uma analise com os 27 nsisatélites, mas devido a dados
perdidos e desequilibrio em quatro marcadores (IBBRANRAO06, INRA23 e HAUT27),
foram utilizados 23 (TGLA122, ETH10, INRA63, BM132BM6506, BM6526, BM8125,
CSSM66, ETH225, CSRM60, SPS115, MM12, ILSTS011, Ma% MAF65, SRCRSPS,
OarFCBL11, OarFCBA48, OarFCB304, HSC, McM527, BM1818RD247), em 511 caprinos
distribuidos em 14 populac¢des: Azul (40), Caningl®,(Grauna (39), Marota (40), Moxoto
(40), Repartidas (40) e um grupo Sem padrao raefhido (40), sendo 0s seis primeiros
conhecidos como caprinos locais brasileiros do egiedbrasileiro; quatro amostras de racas
exgticas: Alpina (40), Anglo-Nubiana (26), Boer 4@ Saanen (36); e trés populacdes
espanholas: Granadina (35), Murciano (35) e umntebale seus cruzamentos a Murciano-
Granadina (20).

2.2. Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadatuas etapas:
Primeiramente utilizou-se os métodos das distang&seticas com auxilio do software
Population v. 1.2.28(Olivier Langella, http://www.cnrs-gif.fr/pge/bioiafpopulationg. A
principio foram empregados varios célculos de d@és diferentes, observando-se as
diferencas entre as matrizes de dados gerados BEsido foram propostas duas distancias, a
Da de Nei et al. (1983) e a de ReynolBsdynoiad (Reynolds et al., 1983).

A Da de Nei (Nei et al., 1983) é uma modificacdo da uledie Cavalli-Sforza”d§
(1969), que consistiu na tentativa de eliminar utediciéncia apresentada p&r Essa
deficiéncia consistia em numero de baixa — fregiaénalélicas (alelos raros) na amostra, o

que ndo contribuia muito para a média da difereAoiagénica entre populacdes (Nei et
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al.,1983). Desta forma @ permite remover essa deficiéncia, a qual tem sdomendada
por Takezaki y Nei (1996) para dados de distandiizando microssatélites.

D, ﬂ‘ZW

A distancia de Reynold®g&eynoigg introduz a distancia minima de Ndd () e utiliza-

se do coeficiente de coancestralidade, em evolpgéoum curto periodo de tempo, na qual o
modelo proposto baseia-se no modelo “deriva”, sexsti@ a Unica for¢a considerada capaz de
promover divergéncia das frequéncias, em que agaota outras forcas que alteram as

frequéncias génicas sao desconsideradas (Reyna@ts¥083).

5 -1Z(pxi-pyi) _ D,
Reynolds Zl—ZI(DX,IDy,I) l— jxy

A partir destas andlises foram construidas as ésvale distancias através do
agrupamento do vizinho mais proximo (NJ) (SaitoMes, 1987), com 1.000 permutacdes
para reamostragem. Este método faz parte do grepmédodos de evolucdo minima, e o
algoritmo procura a arvore de menor soma dos rd@asalli-Sfoza e Edwards, 1967). Este
algoritmo heuristico é chamado de vizinhos, a e@&muminima esta implicita a cada passo do
algoritmo, e produz uma arvore final. O método URG(&neath e Sokal, 1973), apesar de
ser um dos métodos de reconstrucdo filogenéticanedas mais utilizados com dados
microssatélites (Arranz et al.,, 1996), (Cafion et a000), (Li et al., 2000), nado foi
apresentado neste trabalho pelo fato de seu agprissumir o reldgio molecular para a
construcdo da topologia, ou seja, assume que tagabnhagens evoluem a uma taxa
constante de evolucéo.

As distancias foram correlacionadas com auxiligpdmedimento PROC CORR do
pacote estatistico SAS (2001).

Em seguida foi realizada a discriminacdo entréifessentes populagbes de caprinos
pelo programaGeneClass APiry et al., 2004). Os meétodos utilizados pelogpama se
baseiam na verossimilhanca, que € um método detindia filogenética com base tedrica
mais estritamente ligada a teoria da maxima verolginca de Fisher. Esse método requer

um modelo probabilistico de evolucdo dos caracterepode levar em consideracéo
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parametros como taxa de substituicdo entre pareaaeotideos em uma sequéncia de DNA,
frequéncias de bases, entre outros (Nei e Kim@@Q) realizando assim uma classificagao
de individuos as populacbes de origem. Os respactestes (probabilistico-frequentista e
bayesiano) realizados forma através dos métodos:

1) Direto, que esta baseado nas frequéncias gédiesaito por Paetkau et al. (1995),
onde o gendtipo do individuo é agrupado a populagass provavel de ocorréncia. Este
meétodo consiste em trés principios basicos: a)ulzala frequéncia alélica em todas as
populacdes; b) calcula a probabilidade do gendtipdiilocus do individuo ocorrer em cada
populacado e, c) agrupa o individuo a populagéo eenagprobabilidade do gendtipo deste é
alta para a populagéo designada.

2) Bayesiano (Rannala e Mountain, 1997) — é um doétjpe recorre a procedimentos
Bayesianos para o calculo das frequéncias aléicasimulacdes de gendtipos de forma a
possibilitar a definicdo de um grau de confianga @aclassificagdo/exclusdo dos individuos
nas diversas populacdes (Formulas 9, 23, 24 e 2Ramala e Mountain (1997)). E um
método que é realizado da mesma forma que o daséimeias, sendo até mais simples, pois

as dificuldades que se tinha com o método antéirequéncias nulas) desaparecem devido ao

coeficiente}{< , que resulta dos célculos, orde2 o nimero total de alelos observados em
i

todo o conjunto de popula¢des no logo® ultimo método foi analisado utilizando-se o
algoritmo de simulacdo modificado por Cornuet e{E99), que assume o EHW e equilibrio
de ligacdo, com uma simulacéo de 10.008lpbade 0,05.

Em seguida, realizou-se uma nova analise comia®ssatélites considerados mais
informativos, de acordo com os resultados obtidoexo), como EHW de cada marcador em

cada populacéo, além do conteudo de informacampdica (PIC) e heterozigosidade.
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3. RESULTADOS
3.1. Distancias Genéticas

Na Tabela 1 encontram-se as distanDiagnolasentre as populagdes nativas que foram
as menores (Grauna e Azul; Moxoté e Canindé, estaRepartida e Repartida com a
Moxotd), juntamente estas com a SRD e desta Ultmnaas exdticas, quando comparadas a
outras populacdes. Entre as ragcas exoticas, a dlpirBaanen apresentaram as menores
distancias (0,069) porém, para as populacdes eslaaniMurciano e Murciano-Granadina,
foram as que apresentaram-se mais proximas gemetita (0,010).

Com base na distancl@,, os menores valores sdo observados entre as atiea
SRD, as populac¢des espanholas Murciana e Murciaana@ina (0,066) e as exoticas com
0,162 para a Alpina e Saanem. As maiores distafoias obtidas entre as nativas com as
demais populagdes (exoticas e espanholas) parasaaslaiistanciad(a € Dreynoldg. Percebe-
se que as duas matrizes obtidas (Tabela 1) conrenliés metodologias mostraram
propor¢des similares em relagdo as distancias,dguasmparadas as populagdes estudadas.

Com a utilizacdo de 13 microssatélites (BM1329, BREB BM1818, CSRD247,
HSC, MM12, SRCRSP8, ILSTS011, TGLA122, BM6526, M5 OarFCBll e
OarFCB304), observa-se na Tabela 2 relagbes s@wilguanto as distancias entre as
populacdes analisadas com 23 microssatélites @abgl Estes microssatélites foram
escolhidos como base no EHW, PIC e diversidadetigan@presentada por eles. As racas
exoticas Anglo-Nubiana e Boer foram as que aprasamt as maiores distancias, pelos dois
métodos.

A partir das matrizes de distancias genéticas (dabee Tabela 2) foi possivel a
construcdo de &rvores genéticas segundo o métodqFNdra 1A e 3A) com 23
microssatélites e para os 13 microssatélites méssnnativos (Figuras 1B e 2B), mostrando
apenas as relacdes de topologia entre as OTUs ngeemtanto, indicar a posicdo em que se
encaixa a espécie ancestral de todo o grupo.

As arvores nao dao informacdes sobre quais ragamsanais antigas, apenas as
relacdes genéticas entre elas, onde o dendrogr@imaatio permite identificar grupos e racas
que estdo em concordancia com os dados histéricmsgem geografica das populacdes
estudadas, como € o caso das trés populacbes elsnd as nativas, como a Azul e a
Gralna e da exotica Alpina e Saanen.

Os dendrogramas (Figuras 2 e 3) demonstraram ogensal grupos nao sao

topologicamente bem definidos, como € o caso dasin@@& Repartida, Marota, que
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apresentou baixo valor dmotstrap No entanto, esses se apresentam no mesmo grgpe, o
indica relacdo mais proxima entre estas popula¢éesgque também pode ser observado para
a populacdo SRD.

A arvore de distancia obtida com 13 microssatéfiel®e método NJ (Figura 3B), de
Reynolds, apresentou diferenciagdo entre 0s gngdgos, exoticos e espanhdis, assim como
as demais andlises (Figuras 1A e 3A).

As correlacbes entre as distancias obtidas a pdeir23 e 13 marcadores
microssateélites, foram altas e significativas, semadnaior valor observado entre as distancias
D, e PDa (0,984, p<0,001), 0 que era de se esperar, umguesio as mesmas distancias,
ajustadas ao modelo de alelos infinitos (IAM), aseoom menor nimero de microssatélites.
As menores correlacdes, porém, significativas, ombservadas entre " e Reynolds
(0,895, p<0,001) e I e®Reynolds (0,937, p<0,001), para 23 e 13 microsszéMesmo
sendo distancias que podem ser utilizadas paraag@es co-dominantes, a primeira segue
um modelo IAM, e a segunda um modelo de deriva paratilizado para tempos de
divergéncia curtos, além do nimero de microssesélitara®Da e ®Reynolds. Mesmo
retirando-se as populacdes espanholas, as comslagiesentaram se altas e significativas
(r>0,90, p<0,001).

D e ®Reynolds: uso de 23 marcadores microssatélites.
bDAebReynoIds: uso de 13 marcadores microssatélites.
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Tabela 1. Matriz de distancias genéticas entre lpgpas obtidas segundo o método de Nei et al. {1BR3diagonal acima) e método de
Reynolds et al. (1983)reynoias(diagonal abaixo) utilizando 23 microssatélites

SRD ALP BOER ANG SAAN SAZUL MOX MARO CANIN REPAR G RAU MUR MG GRAN

SRD 0 0,181 0,288 0,193 0,195 0,189 0,148 0,149 0,138 ,1150 0,158 0,214 0,203 0,205
ALP 0,066 0 0,345 0,307 0,162 0,230 0,234 0,203 0,205 ,2010 0,173 0,196 0,209 0,186
BOER 0,153 0,182 0 0,353 0,349 0,410 0,398 0,366 0,341 ,3410 0,388 0,351 0,323 0,311
ANG 0,089 0,141 0,215 0 0,314 0,370 0,336 0,303 0,315 ,2620 0,332 0,306 0,310 0,282
SAAN 0,089 0,069 0,221 0,164 0 0,256 0,257 0,256 0,229 ,2190 0,190 0,175 0,164 0,150
SAZUL | 0,127 0,154 0,301 0,265 0,210 0 0,128 0,145 0,145 ,1430 0,085 0,310 0,300 0,303
MOX 0,085 0,131 0,262 0,225 0,167 0,090 0 0,112 0,102 ,0860 0,132 0,311 0,310 0,306
MARO | 0,086 0,109 0,227 0,199 0,178 0,093 0,078 0 0,146 ,1210 0,132 0,279 0,272 0,275
CANIN | 0,069 0,104 0,222 0,194 0,140 0,111 0,048 0,106 0 ,09%0 0,148 0,262 0,265 0,255
REPAR | 0,064 0,103 0,226 0,166 0,120 0,113 0,053 0,089 48,0 0 0,143 0,261 0,241 0,253
GRAU 0,084 0,101 0,253 0,201 0,149 0,039 0,078 0,071 940,0 0,092 0 0,250 0,243 0,237
MUR 0,105 0,078 0,206 0,165 0,085 0,232 0,215 0,180 630,1 0,172 0,172 0 0,066 0,107
MG 0,088 0,074 0,193 0,153 0,058 0,227 0,197 0,171 540,1 0,141 0,161 0,010 0 0,102
GRAN 0,084 0,073 0,180 0,140 0,070 0,225 0,195 0,166 53,1 0,147 0,158 0,037 0,025 0

Tabela 2. Matriz de distancias genéticas entre lpgpas obtidas segundo o método de Nei et al. j1IBg3diagonal acima) e método de
Reynolds et al. (1983 reynolas(diagonal abaixo) utilizando 13 microssatélites

SRD ALP BOER ANG SAAN SAZUL MOX MARO CANIN REPAR GRAU MUR MG GRAN

SRD 0 0,224 0,324 0,212 0,234 0,198 0,170 0,179 0,163,1360 0,166 0,244 0,236 0,232
ALP 0,078 0 0,421 0,358 0,214 0,262 0,286 0,252 0,259,236 0,207 0,248 0,246 0,234
BOER | 0,139 0,184 0 0,424 0,416 0,414 0,427 0,409 0,367,360 0,423 0,404 0,369 0,360
ANG 0,092 0,157 0,246 0 0,352 0,375 0,379 0,333 0,374 ,2950 0,358 0,381 0,366 0,326
SAAN | 0,101 0,086 0,238 0,174 0 0,286 0,296 0,330 0,278,270 0,225 0,216 0,194 0,189
SAZUL | 0,094 0,132 0,243 0,202 0,177 0 0,172 0,185 0,154,1330 0,109 0,322 0,316 0,333
MOX 0,073 0,123 0,218 0,198 0,146 0,098 0 0,142 0,114 ,0810 0,181 0,349 0,346 0,355
MARO | 0,103 0,128 0,218 0,206 0,213 0,102 0,087 0 0,182,1360 0,160 0,332 0,325 0,332
CANIN | 0,072 0,115 0,198 0,201 0,144 0,089 0,040 0,122 0 , 1010 0,183 0,275 0,292 0,293
REPAR | 0,060 0,096 0,197 0,158 0,124 0,075 0,033 0,083 460,0 O 0,174 0,319 0,297 0,309
GRAU | 0,073 0,099 0,230 0,180 0,141 0,049 0,104 0,086 100,1 0,090 0 0,274 0,263 0,270
MUR 0,126 0,100 0,227 0,220 0,106 0,193 0,198 0,213 560,1 0,182 0,161 0 0,072 0,131
MG 0,101 0,089 0,208 0,185 0,069 0,192 0,171 0,197 490,1 0,148 0,149 0,012 0 0,119
GRAN | 0,093 0,089 0,182 0,157 0,087 0,195 0,169 0,192 510,1 0,147 0,146 0,049 0,033 0
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Figura 1. Arvore ndo enraizada de distaiZiapelo método NJ (Saitou e Nei, 1987): A -23
microssatélites; B- 13 microssatélites
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3.2. Designacédo de individuos as respectivas popefas de origem

A classificagdo de individuos nas populacbes dgeor através do método
desenvolvido por Paetkau et al. (1995), com 23 md&adores microssatélites, encontram-se
nas Tabelas 3 e 4.

Na Tabela 3 observa-se que houve uma corretafidagdo de 85,3% (436 animais)
de individuos nas populacdes onde foram amostrdélgsara a tabela 4, para o0 mesmo
método, tem-se 82% (419 animais) de correta cleasdo. Em ambas as analises, as
populacdes nativas apresentaram niveis de claggificproximas ou semelhantes, a exemplo
da Repartida com 65% e a Marota com 90% de inddgidorretamente classificados em suas
populacdes. A populacdo espanhola Murciana apmsém,14% de individuos alocados as
populacdes de origem. Apenas as populacbes AngitoaNa e Boer tiveram o total de
animais classificados corretamente (Tabela 3 da populacdo SRD apresentou mais de
80% de classificacdes corretas nas analises comdma®3 e 13 microssatélites. As menores
probabilidades de classificacdo de individuos aufagdo de origem foram obtidas nas
populacdes Murciano-Granadina e Repartida, confqoade ser observado nas Tabelas 3 e 4,
confirmando a existéncia de mistura de racas: Moecicom Granadina, e no caso da

Repartida, verificou-se cruzamentos com outrassragmo a Moxotd e Canindé.

Tabela 3. Classificacdo de individuos nas popukdéeorigem pelo método direto, de acordo
com Paetkaet al (1995), com base em 23 marcadores microssatélitesero de

individuos (N) e percentagem de individuos corretae classificados (%)

Populacao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14N %

SRD (1) 39 - - - - 1 - - - - - - - - 40 975
Alpina(2) - 38 - - - - - - - - 2 - - - 40 955
Boer (3) - - 40 - - - - - - - - - - - 40 100
Anglo- - - - 26 - - - - - - - - - - 26 100
Nubiana(4)

Saanen (5) - 1 - - 32 - - - - - - - 36 88,88
S.Azul (6) - - - - - 35 2 - 1 1 1 40 875
Moxoto (7) - - - - - - 36 2 1 - 1 40 90
Marota (8) - - - - - - 3 36 - - 1 40 90
Canindé(9) 1 - - - - - - 1 36 2 - 40 90
Repartida(10) 2 - - - - 1 1 10 26 - 40 65
Grauna(11) 1 2 - - - 5 - - - - 31 39 79,49
Murciana(12) - - - - - - - - - - - 35 77,14
Mur.-Granadina - - - - - - - - - - - 20 40

(13)

Granadina(14) - - - - 1 - - - - - - 26 35 74,28
Total/Média 511 85,3
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Tabela 4. Classificacdo de individuos nas popukdéeorigem pelo método direto, de acordo
com Paetkaet al (1995), com base em 13 marcadores microssatéliteaero de

individuos (N) e percentagem de individuos corretae classificados (%)

Populagao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 m3 N %

SRD (1) 35 1 2 1 1 40 87,5
Alpina(2) 38 1 1 40 95
Boer (3) 40 40 100
Anglo- 26 26 100
Nubiana(4)

Saanen (5) 2 30 1 3 36 833
S.Azul (6) 34 3 2 1 40 85
Moxoto (7) 1 302 2 5 40 75
Marota (8) 3 36 1 40 90
Canindé (9) 1 1 1 1 1 3 40 825
Repartida (10) 2 3 3 6 26 40 65
Grauna (11) 3 1 2 33 39 84,61
Murciana (12) 27 8 35 77,14
Mur.-Granadina 10 6 4 20 30
(13)

Granadina (14) 1 6 3 285 71,43
Total/Média 51182

O método das frequéncias gera resultados poucstadywma vez que os individuos
sao sempre classificados a uma das populacbesadadiem funcdo da maior probabilidade
do seu gendtipo, ndo sendo considerado um graord&gca para a decisdo da inclusdo de
um individuo a uma determinada populacdo. Uma redteta tem sido a utilizacdo de
métodos que envolvem procedimentos bayesianos.

As analises realizadas com o método de Rannalawntslin (1997) modificado por
Cornuet et al. (1999) encontram-se nas Tabelasbe®, respectivamente. As Tabelas 5 e 6
referem-se as analises realizadas com 23 micrtisssté as Tabelas 7 e 8, aquelas realizadas
com 13 microssatélites. Observa-se que foi possivel correta classificacdo de 85,3%, onde
34,04% dos animais foram corretamente classificadas populacdo em que foram
amostrados, e 74,34% excluidos das popula¢cfestesi@abela 5). Resultados semelhantes
podem ser encontrados na Tabela 7, onde 82,6% fooaratamente classificados, sendo
36,16 dos animais corretamente classificados nalagfo em que foram amostrados, e
62,90% excluidos das demais populacdes.

Nas populacbes nativas e espanholas, alguns dodisi apesar de terem sido
amostrados em suas respectivas populacdes, apmeserge como sendo de outras

populacdes (Tabela 5 e 7).
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Através destes métodos foi possivel identificar ioslividuos classificados
incorretamente numa populacao diferente daquelguarforam amostrados, P<0,05 (Erro);
varias populacdes, como origem de um determinadoahnou seja, valores de P<0,05 em
mais que uma populacdo (Pop+) e; individuos exctuide todas as populacdes, ou seja,
nenhuma populacdo como possivel origem deste thdivN.C. - ndo classificados). Esses
resultados encontram-se resumidos nas tabelas .6Apr8ximadamente 35% e 28% dos
individuos nao foram classificados a nenhuma pgpoléTabela 8).

No total, aproximadamente 4,28% (Tabela 6) e 5,4B&bela 8) dos animais, foram
classificados incorretamente em populacéo diferéageiela de origem e 25,66% (Tabela 6) e
37,1% (Tabela 8) classificados em varias populag@esitaneamente, incluindo também a
sua propria populacdo de origem. Algumas populag@ssvas também apresentaram
individuos classificados como SRD e também entg@gsrias populacdes de caprinos locais
brasileiros, indicativo de mesticagem. O indice quealidade do teste bayesiano para os
microssatélites estudados foi de 74,25% a 70,69% @28 e 13 microssatélites,

respectivamente.
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Tabela 5. Classificagcdo de individuos as populagéesxigem pelo método bayesiano (Rannala e Maurt@07) utilizando 23 microssatélites.

Numero de individuos (N), percentagem de individumsetamente classificados (%), individuos exdsidas restantes populagfes

(Nexc) e percentagem de individuos excluidos das restgupulacdes (%4c)

Populagéo 1 2 3 4 9 10 11 12 13 14 N % Nexc  Y%exc
SRD (1) 18 40 45 39 97,5
Alpina(2) 20 40 50 40 100
Boer (3) 30 40 75 40 100
Anglo-Nubiana(4) 14 26 53,85 25 96,15
Saanen (5) 36 5555 36 100
Azul (6) 1 3 40 5 13 325
Moxot6 (7) 2 40 20 19 475
Marota (8) 1 40 475 26 65
Canindé (9) 18 40 45 29 725
Repartida (10) 1 19 40 475 32 80
Grauna (11) 1 12 39 30,77 28 71,79
Murciana (12) 11 3 35 3143 20 57,14
Murciana-Granadina (13) 1 0 3 20 O 7 35
Granadina (14) 14 35 40 30 8571
Total/Média 511 39,04 384 74,34
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Tabela 6. Resumo dos resultados da analise pelmdméayesiano, com 23 microssatélites,
relativos aos individuos incorretamente classificad (Erro), individuos
incorretamente classificados em mais de uma po@olaPop+) ou néo

classificados (N.C.) e respectivas porcentagens (%)

Populacao Erro % N.C % Pop+ % N

SRD (1) 1 2,5 21 52,5 1 2,5 40
Alpina(2) 0 0,0 20 52,5 0 0,0 40
Boer (3) 0 0,0 10 25 0 0,0 40
Anglo-Nubiana(4) 1 3,84 11 42,31 1 3,85 26
Saanen (5) 0 0,0 16 44,44 0 0,0 36
S.Azul (6) 4 10 11 27,5 27 67,5 40
Moxoto (7) 2 5 11 27,5 21 52,5 40
Marota (8) 2 5 7 17,5 14 35 40
Canindé (9) 0 0,0 11 27,5 11 27,5 40
Repartida (10) 1 2,5 13 32,5 8 20 40
Grauna (11) 1 2,56 16 41,02 11 28,21 39
Murciana (12) 3 8,57 9 25,71 15 42 35
Mur.-Granadina (13) 4 20 7 35 13 65 20
Granadina (14) 0 0,0 16 45,71 5 14,71 35
Total/Média 19 4,28 197 34,48 127 25,66 511
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Tabela 7. Classificacdo de individuos as populagéesxigem pelo método bayesiano (Rannala e Maurt@07) utilizando 13 microssatélites.

Numero de individuos (N), percentagem de individumsetamente classificados (%), individuos exdsidas restantes populagfes

(Nexc) e percentagem de individuos excluidos das restgnupulacdes (%4c)

POpU'&QaO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 N % excN Yoexc
SRD (1) 20 1 40 50 37 925
Alpina(2) 22 40 55 40 100
Boer (3) 32 40 80 40 100
Anglo-Nubiana(4) 2 7 26 26,9213 50
Saanen (5) 19 1 36 52,7735 97,22
S.Azul (6) 1 1 40 7,5 12 30
Moxoto (7) 1 5 2 1 40 125 14 35
Marota (8) 1 17 40 425 21 52,5
Canindé (9) 1 17 40 425 19 475
Repartida (10) 1 1 2 14 40 35 21 52,5
Grauna (11) 2 1 14 39 35,9025 64,10
Murciana (12) 35 17,1415 42,86

Murciano-Granadina (13)
Granadina (14)

4 20 0 5 25
17 35 48,5732 91,43

Total/Média

511 36,16329 62,90
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Tabela 8. Resumo dos resultados da analise pelmdm@&ayesiano, com 13 microssatélites,
relativos aos individuos incorretamente classificad (Erro), individuos
incorretamente classificados em mais de uma po@olaPop+) ou néo

classificados (N.C.) e respectivas porcentagens (%)

Populacéo Erro % N.C % Pop+ % N

SRD (1) 1 2,5 17 42,5 3 7,5 40
Alpina(2) 0 0,0 18 45 0 0,0 40
Boer (3) 0 0,0 8 20 0 0,0 40
Anglo-Nubiana(4) 2 7,69 6 23,1 13 50 26
Saanen (5) 1 2,77 16 44,44 1 2,78 36
S.Azul (6) 2 5 9 22,5 28 70 40
Moxoto (7) 4 10 9 22,5 26 65 40
Marota (8) 1 2,5 4 10 19 47,5 40
Canindé (9) 0 0,0 6 15 21 52,5 40
Repartida (10) 4 10 7 17,5 19 47,5 40
Grauna (11) 3 7,69 11 28,21 14 35,9 39
Murciana (12) 3 8,57 9 25,71 20 57,14 35
Mur.-Granadina (13) 4 20 5 25 15 75 20
Granadina (14) 0 0,0 15 42,86 3 8,57 35
Total/Média 25 5,48 140 27,45 182 37,1 511
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4. DISCUSSAO

As distanciasDay de Nei (Nei et al.,, 1983) ®&eynolds(Reynolds et al.,1983)
empregadas neste estudo apresentaram resultadstat&abs (Tabelas 1 e 2). Estas
distancias se aplicam a estudos de populacfes cotoscperiodos de evolugdo, como
demonstrado por Eding e Laval (1999). As distanclservadas entre as as populacdes
estudadas, principalmente entre as nativas e eslaanipodem ser classificadas como um
curto espaco de tempo, aproximadamente 500 anaf@row indica a histéria de colonizacéo
do Brasil.

As distancias genéticas apresentam propriedadessigtéficado matematico e
biolégico. Matematicamente as distancias podem cdunmyma funcdo de propriedade de
distancias métrica ou semi-métrica (desigualdadeangular), calculadas mediante as
frequéncias alélicas (Dias, 1998). A interpretab@mdgica das distancias dependem do
modelo de divergéncia utilizado, que estdo diretaeneelacionados ou nao as forcas que
podem modificar as frequéncias alélicas das popata¢csendo essas forcas a mutacao,
migracao, deriva genética e selecdo. Di Rienzd. €1994) relatam que muitos algoritmos
tem sido propostos para delinear os modelos decdmta de geracdo da variabilidade, uma
vez que os niveis de mutacéo entre marcadoresfe@ientes, além de problemas que podem
estar relacionados as amplificacdes via PCR.

N&o ha um consenso sobre que medida de distéaenitica utilizar nos estudos de
relacdo genética entre populagbes de animais dimogstA utilizacdo de mais de uma
distancia genética é aconselhavel na préatica, devee examinar cada uma delas,
observando as semelhancas e diferencas entregatasgue se determine a melhor distancia
(Martinez, 2001) que permita conclusfes razoavees estas estdo adequadas as informagdes
“a priori”.

A construcéo das arvores das distancias genétigaaitir das matrizes das distancias
permitiu uma visualizacdo grafica das populacdediadlas. Foi possivel observar nas Figuras
1 e 2 distintos agrupamentos entre as populac@emsieexoticas e espanholas, tanto quando
se utilizou 23 como com os 13 microssatélites rnrdrmativos, demonstrando topologia
robusta, onde este Ultimo apresentou maior numerahos solidos quando representados
pela distancia dReynolds(Figura 3B), quando comparado aos demais (Figara 1B).

A proximidade de algumas populac¢des sugere a plidade de mistura entre estas, ja
gue encontram-se préximas e em sistemas que parmite se acasalam, como é o caso das

pequenas distancias observadas entre a populacBocBR as nativas e exoticas eram
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esperadas, uma vez que este rebanho forma um magético derivado da mistura de
vérias racgas (Oliveira et al., 2006; Oliveira et 2007).

Apesar de ser recente a utilizacdo de microstegtdi partir das frequéncias alélicas
(Buchanan et al., 1994), os algoritmos sdo maig@s)tuma vez que estes ja eram utilizados
com dados bioquimicos. Pode-se afirmar que a badermarcadores usada neste trabalho se
mostrou adequada quando se mantém apenas os miélibss mais polimérficos, pois
obteve-se resultados semelhantes aqueles realizanogrande quantidade de marcadores.

No presente trabalho, as populacfes apresentargmésimas, com 86 deootstrap
Os resultados obtidos concordam com os obtidosMemezes et al. (2006) estudando as
populacdes caprinas nativas brasileiras, portuguessspanholas, que encontrédotstrap
acima de 50, para algumas populacfes localsodistrapé um teste de confianca que pode
ser usado em arvores de distancia e consiste eptesimeamostragem com reposicado pseudo
aleatoria dos dados. Essa técnica revela a cénsiatinterna dos dados e, quando apresenta
baixo valor (<50), menor é a confiabilidade dositt@slos (Russo et al., 2001). Chakraborty e
Nei (1976 e 1977) estudaram o efeitokagtlenecknas distancias genéticas, demonstraram
que as distancias aumentam rapidamente na predessa fendmeno. Porém, Nei (1987)
demonstrou que se o tamanho populacional retornavab original, esse efeito desaparece
gradualmente, ainda que exija longo tempo pargpdeseer.

As correlagbes entre as medidas de distarigjas Reynoldsobtidas foram altas e
significativas, tanto quando realizadas com 23 wosgatélites como 13 microssatélites.
Apesar da FAO (2001) recomendar a utilizacédo de @i25 marcadores microssatélites em
estudos de diversidade e caracterizacdo genéticanisheais domésticos, nos paises em
desenvolvimento o custo para se realizar estes@stiorna-se oneroso. Diferente de paises
ricos, onde o fator econémico nédo é relevante. Estedo permite verificar que o uso de
poucos microssatélites permite resultados satrébat@ contribuem para minimizar custos e
viabilizar mais estudos.

Nei et al. (1983) relatam que as correlacdes esdttias medidas sdo geralmente altas,
principalmente quando aplicadas a populacfes daa@idomésticos. Chikhi et al. (2004)
utilizaram o teste de Mantel para testar a coré@antre distancias genéticas e geograficas
(origem dos individuos) em rebanhos bovinos Jers&§o encontraram diferencas
significativas entre as distancias.

Ja Maudet et al. (2002a), utilizando o0 mesmo tpata correlacionar as distancias

genéticas e geograficas em seis rebanhos de bavate®s franceses obtiveram correlacdo
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significativa apenas quando se introduzia na anéibanho Holandés. Uma das explicacdes
dadas pelos autores foi devido a este rebanho xsgic@ e apresenta-se mais distante
geografica e geneticamente das demais racas.

O teste de Mantel vem sendo empregado para estudorcelacéo entre as distancias
genéticas. Paiva (2005), ao estudar ovinos natvds racas comerciais também encontrou
correlacdo positiva e significativa nas cinco distds genéticas avaliadd3a( D¢, Fst, Rst e
Dsw p<0,001) com esse teste. O autor relata que asptitheiras distancias tiveram as
maiores correlacdes pelo fato de se ajustarem atelmale alelos infinitos, bem como as
duas dUltimas ao modelo passo a passo. Valiente7)2@@mbém obteve correlagbes
significativas entre as distancias genétiédg Ds, Dc de Cavalli Sforza €sy), utilizando os
mesmo procedimentos encontrados no presente toabalh

Na literatura encontram-se estudos de diversidade estrutura genética de
populacdes, onde cada autor utiliza a distancidistAncias genéticas que ajustam-se melhor
a realidade de seus dados, além da utilizacaosdesta outras analises, como por exemplo, o
método frequentista proposto por Paetkau et aR5l@ também as andlises bayesianas
(Buchanan et al., 1994; Rannala e Moutain, 199TirQet et al., 1999; Pritchard et al., 2000;
Falush et al., 2003 Baudouin et al., 2004), osggjuém ganhando espac¢o nos estudos de
genética de populacgéo.

Muitos estudos tém demonstrado que o0 uso de matdddes serve, além de
construcdo de arvores ou dendrogramas e distatambem para identificar a populacédo de
origem de um individuo, como podem ser vistos ebalhos de Maudet et al. (2002a) com
Capra ibex Maudet et al. (2002b) avaliando bovinos; Gartial &(2006) estudando amostras
de presunto Ibérico, Dalvit et al. (2008) com ogirta raca Alpina, Bertthouly et al. (2008)
estudando aves asiaticas e europeias e a integritbackgistros de racas (Farid et al., 2000).
Assim, a utilizacdo de métodos de designacdo deidwbs pode ser util nos estudos
genéticos de populacdes, deteccdo de migrantegjranide racas em manejo de pragas de
culturas e animais em risco de extincéo (Paetkail,e1995; Cornuet et al., 1999; Maudet et
al., 2002a), podem vir a ser utilizados em conjyrai@a uma avaliacdo mais precisa dos dados
estudados.

Nos dados avaliados € notoria a diferenca de itdds classificados corretamente
entre os métodos frequentista e bayesiano (Tabeld\& Tabela 5 e 7). O método proposto
por Paetkau et al. (1995) promoveu maior proporgéoindividuos classificados a sua

respectiva populacdo de origem, quando comparadosi@odo proposto por Rannala e
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Mountain (1997). Uma das vantagens deste Ultimoodeoéteé que as frequéncias nulas
desaparecem, identificando possiveis genoétiposramigs (Cornuet et al.,, 1999). Ja as
matrizes de distancias promoveram apenas a ct@sgf, quanto as relacbes de
proximidades ou nao das populacfes, sem discringmais individuos pertenciam ou néo a
determinada populagcdo. Apenas permitiram a cor&irude arvores de distancias para
visualizagao dos grupos.

Cornuet et al. (1999) observaram que o desempenbkonttodos (frequentistas,
bayesianos e de trés distancias) para qualquer galbst foi 0 mesmo, porém, o melhor
resultado se deu ao método bayesiano, mostrandmseeficiente, quando comparado aos
demais. O uso do método bayesiano permitiu obsequarnas populagfes de caprinos locais,
alguns individuos representam uma mistura, tantsudapropria populacdo como de outras.
Ao contrario do teste de Paetkau et al. (1995k &=ste trabalha somente com simulacao de
individuos (gendtipos simulados de frequénciascal®l (Maudet et al., 2002a). Ja o teste de
Cornuet et al. (1999) fornece um valor Eepara medir a certeza de que cada individuo
realmente pertenca a uma dada populacédo, podepdputacao a que pertence o individuo
estar sofrendo alguma outra introducéo.

Foi possivel verificar que alguns individuos, alél® serem classificados a sua
respectiva populacdo, também compartiihavam gemmsautras. Isso pode afetar o sucesso
da classificacdo, assim como a presenca de alellos.nMesmo assim, Carlsson (2008)
ressaltou que mesmo com uma baixa magnitude dassgfes microssatélites podem ser
utilizados para teste de designacédo com certodgaonfianca.

No presente trabalho obteve-se correta designag@ndividuos de 36,16% e 39,04%
com 13 e 23 microssatélites (Tabelas 5 e 7), pamétodo bayesiano. Para o método
frequentista esses valores foram de 82% e 85,3(@al3 e 4), com 13 e 23 microssatélites,
respectivamente.

Trabalhos como os de Farid et al. (2000) obtiveramis de 90% de individuos
corretamente alocados ao seu respectivo rebanhofrad@lhar com 10 marcadores
microssatélites em 10 populacdes ovinas e Bertheiugt.(2008) obtiveram designacfes de
93,7% e 96,8% utilizando 22 e 14 locos de micrédisas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Brito et al. (2003), trabalhandm dmvinos nativos portugueses com 19
microssatélites. JA Maudet et al.(2002a) encomiraesultados similares, inferiores a 70%,
com um valor dé> de 0,05, diminuindo para 33% com valor Bede 0,001. E Maudet et al.

(2002b) encontraram porcentagem de correta cleas#o de individuos de 30,5, 16,2 e 4,3%,
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para diferentes valores &€0,05; 0,01 e 0,001). Isso mostra que os diferamitesis dealpha
influenciam diretamente na precisdo da designagiassificados) do individuo a populacéo
onde foi amostrado.

Em estudos dessa natureza € preferivel usar undegraimero de marcadores
conforme recomenda a ISAG e FAO para estudos awgiilade. No entanto, os resultados
aqui obtidos sugerem que o uso de poucos marcadangsém pode gerar resultados
aceitaveis, de forma a economizar tempo e rectirsasceiros. Isso se aplica bem aos paises
em desenvolvimento onde 0s recursos para inveétgs&o limitados, o que impede, muitas
vezes, a realizacdo do estudo. Mesmo em paisesvdbsdos estudos, dessa natureza tém
sido realizados com menos de vinte marcadoresrapaele Cafon et al. (2001) e Jordana et

al. (2003) com bovinos e Kusza et al. (2008) comans/
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5. CONCLUSAO

As distancias genéticas de Nei e de Reynolds peamitestudar as relacées genéticas
entre as populacdes e, juntamente com os métodasabgdo de individuos, permitiram uma
avaliagéo confiavel dos rebanhos estudados.

A combinacéo de diferentes metodologias possibiliesultados confiaveis.

Foi possivel obter resultados semelhantes com aegmucos microssatélites, o que
resulta em economia de tempo e dinheiro, fator gndiial nos paises onde 0s recursos para a
pesquisa em geral sdo limitados.
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ANEXO
Quadro 1 referente ao numero de alelos (Na), heterigosidade observada, equilibrio de Hardy-Weinbergara cada marcador em cada

populacdo e Quadro 2 ao conteudo de informacéao pwidrfico (PIC).

Quadro 1
Locos Na Ho
SRD ALP BOER ANG SAAN  AZUL MOX MARO CANIN REPAR GRAU MUR MG GRAN

BM1329 12| 0,681 0,766* 0530 0,610 0639 0,748 0,632 0,688 0,787 0,624 0,805 0,764 0,759 0,737
BM6506 10| 0,721 0,809 0,540 0,549 0,803 0,121 0,232 0537 0491 0568 0,380 0,788 0,830 0,701
BM8125 08| 0,730 0,775 0,540 0,623 0,757 0,775 0,711 0,714 0,742 0,670 0,752 0,698 0,815 0,783
BM1818 10 | 0,769* 0,794 0,314 0,476 0,736* 0,688 0,782 0,496 0,807 0,796 0,703 0,793 0,837 0,794
CSRD247 10| 0,799 0,600 0,565 0,810 0,731 0,567* 0,752 0,681 0,774 0,779 0,519 0,757* 0,743 0,597
HSC 17 | 0,857 0,800* 0,782 0,786* 0,833 0,745~ 0,684* 0,823 0,731 0,807 0,777 0,864 0,814 0,858
MM12 16| 0,833 0,877 0,778 0,58 0,884 0,663 0,807« 0,663 0,724 0,830 0,727 0,621 0,771 0,888

OarFCB48 09| 0,758 0,805 0,548 0,676 0,794 0,495 0,582 0,653* 0,599 0,601 0550 0,850 0,821 0,830
SRCRSP8 12| 0,814 0,749* 0,706 0,739* 0,665 0,671 0,736* 0,722 0,729 0,808 0,709* 0,694 0,756 0,718

INRAG3 06| 0551 0635 0,725 0,678 0,626* 0,565 0,555 0,544 0,552* 0,469 0,651 0,728* 0,734* 0,645
MAF209 03| 0,167 0,073 0,611* 0,381 0,081 0 0 0,025 0,074 0,120+ 0,025 0,268 0,261* 0,084
ILSTSO011 09 |0,713* 0,824 0,693 0,564 0,779* 0,561 0,701* 0,507 0,644* 0,757 0550 0,673 0,614 0,766
SPS115 06 | 0,603* 0572 0459 0495 0,286 0,406 0,398 0,505 0,540 0,550* 0,483 0,364* 0,367 0,352
TGLA122 12| 0,864* 0,814 0572 0672 0,769 0,676 0,815 0,822 0,792 0,8 0,764 0,646 0,724 0,648
BM6526 17| o,767 0835 0809 0,751 0,830 0,686* 0,667 0813 0,601 0,707 0,772 0,508 0,670* 0,807

CSRM60 i0| 0,757 0,844 0,666 0,782 0,767 0,712 0,749 0,770+ 0,713* 0,713 0,781 0,799 0,819 0,836*
CSSM66 29 | 0,823* 0,906* 0,719* 0,824 0,882 0,654 0,647 0811 0,729 0,856 0,751* 0,867* 0,824* 0,834*
McM527 09| o772 0812 0,647 0,700 0426 0,552 0,710+ 0551 0,680 0,714 0,688 0631 0,657 0,703
OarFCB11 15| 0,790 0,724* 0,792* 0,610 0,705 0,594 0,739* 0,446 0804 0,567 0,659 0,797 0,712 0,800
OarFCB304 18| 0,842 0,827 0,542 0,611 0,779* 0,846 0,688 0,619* 0,792* 0,756 0,845 0,819 0,709* 0,802

MAF65 10| 0,830* 0,798 0,618 0,723 0,738 0,692* 0,669* 0,559~ 0,759* 0,733 0,717+ 0,807 0,887* 0,815
ETH225 04| 0,221 0,361 0542 0460 0,137 05530 0483 0460 0,366 0,444 0,581 0,339 0,229 0,189
ETH10 06| 0,657 0647 0645 0510 0,672 0,29 0,585 0576 0,616 0,580* 0,618 0,493 0,548* 0,593

* Marcadores em desequilibrio para o equilibio dartly-Weinberg (P<0,05)
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Quadro 2
Locos PIC
SRD ALP BOER ANG SAAN AZUL MOX MARO CANIN REPAR GRAU MUR MG GRAN

BM1329 0,6313 0,720 0,410 0,532 0,600 0,693 0,552 0,612 0,741 0,566 0,764 0,710 0,696 0,690
BM6506 0,665 0,768 0,473 0,508 0,760 0,118 0,222 0,468 0,460 0,534 0,360 0,747 0,787 0,653
BM8125 0,684 0,729 0,496 0,587 0,704 0,729 0,645 0,657 0,690 0,613 0,703 0,661 0,769 0,741
BM1818 0,735 0,754 0,299 0,440 0,679 0,646 0,741 0,470 0,767 0,758 0,671 0,752 0,791 0,751
CSRD247 0,759 0,558 0,465 0,765 0,685 0,533 0,703 0,626 0,736 0,735 0,500 0,708 0,681 0,551
HSC 0,822 0,752 0,748 0,736 0,800 0,695 0,635 0,787 0,681 0,769 0,725 0,835 0,760 0,828
MM12 0,799 0,852 0,733 0,506 0,858 0,615 0,769 0,620 0,682 0,796 0,676 0,592 0,726 0,863
OarFCB48 | 0,710 0,767 0,497 0,603 0,753 0,443 0,496 0,590 0,520 0,560 0,504 0,817 0,773 0,792
SRCRSP8 | 0,778 0,698 0,646 0,676 0,600 0,605 0,684 0,665 0,682 0,770 0,649 0,637 0,688 0,674
INRAG3 0,461 0,571 0,668 0,611 0,544 0,468 0,452 0,456 0,443 0,402 0,580 0,673 0,667 0,572
MAF209 0,155 0,069 0,536 0,317 0,076 0 0 0,024 0,071 0,115 0,025 0,229 0,222 0,080
ILSTSO011 0,645 0,789 0,634 0,468 0,742 0,500 0,641 0,435 0,590 0,707 0,505 0,609 0,528 0,725
SPS115 0,508 0,482 0,398 0,436 0,249 0,330 0,325 0,374 0,425 0,440 0,385 0,331 0,310 0,303
TGLA122 0,837 0,779 0,471 0,610 0,726 0,635 0,780 0,788 0,751 0,764 0,715 0,603 0,665 0,591
BM6526 0,739 0,804 0,776 0,696 0,798 0,625 0,627 0,780 0,570 0,671 0,736 0,456 0,626 0,775
CSRM60 0,703 0,811 0,614 0,729 0,719 0,648 0,697 0,724 0,674 0,665 0,740 0,756 0,767 0,801
CSSM66 0,790 0,885 0,660 0,779 0,858 0,622 0,601 0,773 0,680 0,827 0,724 0,839 0,780 0,798
McM527 0,724 0,773 0,575 0,622 0,402 0,485 0,645 0,503 0,614 0,656 0,642 0,565 0,573 0,648
OarFCB11 | 0,748 0,672 0,750 0,518 0,656 0,503 0,683 0,404 0,764 0,521 0,586 0,759 0,665 0,759
OarFCB304 | 0,818 0,795 0,445 0,567 0,734 0,816 0,643 0,581 0,751 0,728 0,815 0,783 0,638 0,771
MAF65 0,796 0,755 0,545 0,668 0,695 0,629 0,600 0,469 0,717 0,676 0,658 0,771 0,851 0,778
ETH225 0,194 0,327 0,451 0,365 0,130 0,410 0,374 0,351 0,296 0,342 0,487 0,301 0,207 0,180
ETH10 0,576 0,562 0,561 0,422 0,593 0,275 0,513 0,506 0,535 0,514 0,541 0,393 0,435 0,494
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