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RESUMO

Com o constante crescimento da ovinocultura no Brasil, faz-se necessario a
realizacdo de trabalhos de caracterizacdo e conservacao de recursos genéticos de
animais naturalizados para identificar e manter caracteristicas genéticas importantes
para manutencdo da raca. Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade
genética de ovinos da raca Santa Inés no estado do Espirito Santo, visando a
identificacdo de individuos aparentados e ndo aparentados dentro e entre rebanhos.
Foram utilizados 120 animais, 20 de cada rebanho e 7 marcadores microssatélites.
O DNA foi extraido dos bulbos contidos na raiz dos pelos, realizada a PCR e corrida
em eletroforese capilar. A analise estatistica foi feita com o software PowerMarker
V2.5. Todos os loci analisados apresentaram-se polimorficos, verificando-se de 3 a
10 alelos. A média da heterozigosidade observada foi 0,2713 e da heterozigosidade
esperada foi de 0,6454. Em todos os rebanhos o locus OarFCB011 foi o mais
polimorfico, com um total de 10 alelos. Verificou-se baixa diversidade entre e dentro
dos rebanhos, com perda de alelos e consequentemente diminui¢cao da variabilidade

genética.

Palavras chave: Conservacdo, endogamia, marcadores moleculares, recursos

genéticos, variabilidade genética.



ABSTRACT

With the continuous growth of sheep husbandry in Brasil, the realization of works of
characterization and conservation of genetic resources of naturalised animals is
necessary for identifying and maintaining important genetic characteristics for the
maintenance of the race. The present works objective is to evaluate the genetic
diversity of sheep belonging to the Santa Inés breed in the central and southern parts
of the State of Espirito Santo, aiming at identifying related and unrelated individuals
in and between flocks. 120 animals were used, 20 of each breed and 7
microsatellites' markers. The DNA was extracted of the bulbs contained in the root of
the hair, a PCR was realized and race in capillary electrophoresis. The statistical
analysis was done with the software PowerMarker V2.5. All the analised loci
presented themselves as polymorphic, verifying 3 to 10 alleles. The average of the
observed heterozygosity was 0,2713 and the average of the expected heterozygosity
was 0,6454. In all the flocks the locus OarFCBO011 was the most polymorphic with a
total of 10 alleles. A low diversity in and between flocks was verified with a loss of the

alleles and a consequent decrease in the genetic variability.

Keywords: Conservation, endogamy, molecular markers, genetic resources, genetic

variability.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Loci analisados, temperaturas de anelamento utilizadas, sequéncia de
cada primer, tamanho do fragmento esperado, cromossomo onde ele se
|OCAlLIZA €M OVIS @IS, ...ttt ittt ee et r e e e e e e e e e e e s bbb e e e ee e

Tabela 2 Numero de alelos observados para cada locus nos rebanhos de
ovinos Santa Inés do estado do Espirito Santo e total de alelos observados em
(o= T F= 0 [0 T U - OO T PP OTPPOPPPPPP

Tabela 3 Comparacdo entre numeros de alelos encontrados de 4 loci por
Yilmaz et al (2013) e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito Santo.

Tabela 4 Comparacdo entre numeros de alelos encontrados de 4 loci por
Qwabe et al. (2013) e no estudo feito com os ovinos do norte do estado do
RS o111 (o TS 7= T 1 (o T

Tabela 5 Comparacédo entre niumeros de alelos encontrados de 3 loci por Al-
Barzinji et al (2011) e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito

Tabela 6 Comparacdo entre numeros de alelos encontrados de 3 loci por
Kevorkian et al (2010) e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito

Tabela 7 Diversidade alélica, Heterozigosidade observada, Heterozigosidade
esperada, Conteudo de Informacdo polimoérfica (PIC) dos locus analisados
NESSE rADAINO......eeeiiiee e

20

24

25

25

26

26



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 Bandas visualisadas apds corrida eletroforética capilar do locus MAF65.

Figura 2 Curvas obtidas apés corrida eletroforética capilar no equipamento
AdvanCE FS96 mostrando um hOMOZIGOTO........ceeeeeeeeiiiiiiiieiiiiiiiiiii e eeeeeveeenneees

Figura 3 Curvas obtidas apoOs corrida eletroforética capilar no equipamento
AdvanCE FS96 mostrando um heterozigotO........cceeeeeeeerieeiieeeeieeiiices e

Figura 4 Dendrograma da fazenda AE (localizada em Alegre - ES), mostrando 4
grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado............ccccccccceeeeennn.

Figura 5 Dendrograma da fazenda GUA (localizada em Guarapari - ES),
mostrando 4 grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado..........

Figura 6 Dendrograma da fazenda COL (localizada em Colatina - ES),
mostrando 4 grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado..........

Figura 7 Dendrograma da fazenda AZ (localizada em Guacui — ES), mostrando
4 grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado.................ccc........

Figura 8 Dendrograma da fazenda RV (localizada em Rive - ES), mostrando 5
grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado...............................

Figura 9 Dendrograma da fazenda AL (localizada em Alegre -ES), mostrando 4
grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado..............ccccccceeeeen...

21

22

22

29

30

31

32

33



APENDICE

Resultados da pesquisa mostrando os alelos observados para cada rebanho, para
cada animal e para cada loci microssatelite analisados neste trabalho................. 45



SUMARIO

I 11 0T [0 o= T 1S 3
P [V 1] 0= 111V Z= T TP 7
G T O o] =3 110 1P 9
3.2 ODJELIVO GEIAL....ccc e 9
3.3 ObjetiVOS ESPECITICOS. .. .uuvrrrririiiiiii it e e e e e e e e e e e e eaaee s 9
4. ReVISA0 BIblIOGIafiCa. ..ot e a e e e e e 10
4.1 A ovinOCUtUIra NO BrasSil........coooiiiiiiiiieceee e 10
4.2 Ovinocultura no Estado do ESpirito Santo...........ccueveeeeniiiiiiiiieeeeiiiiiieee e 11
4.3 RACA SANLA INES......cciiiiiieeee e a e 12
4.4 Marcadores Moleculares e o uso de marcadores microssatélite no
(L= ] 0o =10 0= ] (o 1P 13
4.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).......ccuuvuiiiiieiiniiiiiiiiiivieeeeeee 13
4.6 Coleta e armazenamento de amostras de pelos ..........ccccceveeeiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 15
4.7 DIVErSidade GENELICA.....cceeiiieeeeeeeiiieeeeeeee et e e e 16
5. Material € MELOUOS. .......ccceeiiiiieeeeee et e e e e e aaaaa e 18
5.1 Coleta e armazenamento de amOSIIas .........ccvvevvevururimmiiiianeee e eeeeeeeeeeeeeeneeens 18
A i = Tor= Lo I o (o TN D\ AP 19
5.3 PCR e genotipagem dos loci microssatelitesS............coeevevieeeiiiiiiiiicciiiiinene 19
5.4 Andlise estatistica d0S dadOS...........coeeiiiiiiiiie e 22
6. RESUItAdO0S € ISCUSSA0........euuueiueiriiiiiieas e e e e e e e ee e e e e e ettt s e e e s e e e e e e e e aeeeeeeeaeas 24
4 o Tod [0 F7- T TR RSP 35
8. Referéncias bibliografiCas. ... 36



1. INTRODUCAO

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticados pelo
homem. Sua criacdo possibilitava a obtencdo de alimento através do consumo da
carne e do leite, e protecéo, pelo uso da &, fibra que servia como abrigo contra as
intempéries do ambiente. A ovinocultura estd presente em praticamente todos os
continentes sendo que a ampla difusdo da espécie se deve principalmente a seu
poder de adaptacao a diferentes climas, relevos e vegetacdes. A criacdo ovina esta
destinada tanto a exploracdo econdmica como a subsisténcia das familias de zonas
rurais (VIANA, 2008).

As expectativas em relacdo a criacdo de ovinos no Brasil ttm estado em alta
nos ultimos anos. Relatos sobre as vantagens e perspectivas do crescimento da
atividade tém sido constantes (REIS, 2009).

Segundo dados do IBGE (2010), foi verificado um aumento de 3,38% na
populacdo de ovinos no Brasil, em relacdo ao ano de 2009, com um total de 17.380
milhdes de cabecas. A regido Nordeste apresenta 56,7% dos animais, sendo a
regido Sudeste a que ocupa o quarto lugar no ranking, com 4,5% no rebanho
nacional. Dentre os estados desta Ultima regido, Sado Paulo aparece em primeiro
lugar (59,8%), seguido de Minas Gerais (29,2%), Rio de Janeiro (6,2%) e Espirito
Santo (4,8%).

O crescimento da ovinocultura brasileira voltada para um mercado moderno,

exigente em qualidade, impulsionou o aumento da producdo de cordeiros para



abate. Entretanto, a produtividade da criagdo ovina no Brasil ainda esta longe de
atingir niveis compativeis com a real capacidade de produgdo. Juntamente com este
potencial de crescimento e desenvolvimento da producédo, apresentam-se também
os indices produtivos dos rebanhos ovinos, que podem produzir até 4,5 vezes mais
carne/ha/ano que os bovinos, destacando assim a importancia social e econémica
que esta espécie tem e que pode vir a desempenhar no contexto socioeconémico do
pais (MEDEIROS, 2002).

Segundo Barbosa et al. (1995), a escolha de racas adequadas as condicdes
ambientais locais € um dos fatores preponderantes para 0 sucesso de um sistema
de criacdo economicamente viavel. As racas ovinas naturalizadas brasileiras, como
por exemplo, a Santa Inés, se destaca pela rusticidade e capacidade de adaptacéo a
regides de clima tropical e subtropical. Caracteristicas como capacidade de resistir
aos periodos de restricdo alimentar impostos pelo periodo de seca, assim como a
capacidade de apresentar resisténcia a diversos tipos de agentes patogénicos,
conferem a esta raca os atributos necessarios para classifica-las como detentoras
de recursos genéticos importantes para uso futuro (LEGUIZA, 2007).

A conservacdo e o melhoramento de racas naturalizadas justificam-se tanto
em animais puros quanto naqueles utilizados em cruzamentos. E necessario que se
defina 0 ambiente em que estas racas sdo mais produtivas, criando-se, assim,
interesse por parte dos criadores, ao perceberem melhor retorno financeiro. A
conservacao dessas racas esta intimamente ligada a sua utilizacdo. Assegurando a
sua sobrevivéncia, possibilita que no futuro as mesmas constituam fonte de material
genético capaz de melhorar a resisténcia a condicdes desfavoraveis do ambiente de
criacdo (MARIANTE et al., 2011).

Para que ocorra a manutencao das racas naturalizadas de ovinos brasileiros
nos sistemas de producdo existentes, faz-se necessario a identificacdo de
caracteristicas importantes destas racas que poderdo desempenhar um importante
papel em nichos de mercado especificos, criando-se assim interesse por parte dos
criadores, ao perceberem que podem utilizar as ragas locais e obter um maior
retorno financeiro (LEGUIZA, 2007). Consequentemente, a sobrevivéncia destas
racas ira permitir que futuramente as mesmas possam vir a constituir fonte de
material genético capaz de melhorar a resisténcia de outras racas a condicdes

desfavoraveis do ambiente de criagdo (NOTTER, 1999).



Na atualidade, os recursos genéticos de ovinos possuem grande forca
econondmica e cultural para muitos paises, destacando-se paises membros da
Comunidade Européia, que iniciaram um grande projeto de caracterizacdo soécio-
econbmica e genética das principais racas de caprinos e ovinos de modo que 0s
resultados obtidos oferecam uma visao holistica dos recursos existentes bem como
seu uso potencial e sua viabilidade econbmica nos mais diversos sistemas de
producdo (MARSAN, 2005).

A América do Sul é uma das regides com grande potencial para crescimento
da ovinocultura de maneira competitiva frente ao mercado mundial. Contudo, ha
uma seérie de problemas que vao desde aspectos culturais até os financeiros, que
impedem este avanco. Como forma de iniciar um programa de conservacdo e
melhoramento das racas de ovinos no Brasil, é necessario um conhecimento minimo
dos principais padrbes de diversidade genética existentes entre e dentro das racas.
(PAIVA et al., 2005).

Segundo Rosa (2009), o recente progresso observado na genética molecular
nas ultimas décadas gerou conhecimento e ferramentas muito interessantes para
estudos genéticos e populacionais, aumentando a capacidade em identificar
espécies e caracterizar a biodiversidade de diversos ecossistemas brasileiros, assim
como avaliar a variabilidade genética inter e intrapopulacional de animais de
importancia econdémica.

A caracterizacdo genética € importante para os programas de conservacao
de recursos genéticos animais, pois avalia a distancia entre as populagfes em
estudo e pode auxiliar na escolha dos animais a serem utilizados na conservacao ex
situ e in situ, mediante a estimativa de indices de similaridade entre os individuos
analisados. Além disso, possibilita a indicacdo de acasalamentos ou cruzamentos
que favorecerdo a manutencdo da variabilidade genética e evita esforcos na
manutencao de amostras que geneticamente seriam similares (EGITO et al.,2001).

Os marcadores moleculares microssatélites (SSR) apresentam alta
sensibilidade, elevada capacidade de discriminacdo entre individuos, alto
polimorfismo, heterozigose elevada e praticidade em rotinas laboratoriais. Estas
caracteristicas tornaram este marcador util para a realizacdo de testes de
parentesco, genética forense, caracterizagdo e andlise de diversidade genética

(GAO et al., 2007). Sua abundancia no genoma e altos niveis de polimorfismo e co-



dominancia fazem dele uma ferramenta importante para analises gendmicas
(CRISPIM et al., 2012).



2. JUSTIFICATIVAS

O melhoramento genético animal pode ser entendido como um conjunto de
processos seletivos e de direcionamento dos acasalamentos, cujo objetivo é
aumentar a frequéncia dos genes de efeitos desejaveis ou das combinacdes
genéticas favoraveis em uma populacdo, com a finalidade de aperfeicoar a
capacidade de producdo dos animais que apresentam interesse econdmico para o
homem em um dado ambiente. Para atingir tal finalidade, o homem dispde de duas
ferramentas basicas: a selecdo de progenitores e os métodos de acasalamento
(FACO E VILLELA, 2005).

O melhoramento genético € uma das principais ferramentas e a que mais
merece atencdo dentre as utilizadas para o crescimento e desenvolvimento de uma
atividade pecuéria. Logo, esfor¢cos concentrados no mesmo promovem a mudanca
nos genaotipos existentes de forma a permitir avangcos produtivos e assim requerer
novas pesquisas nas demais areas do conhecimento. Pode-se assim dizer que o
melhoramento genético € a mola propulsora do desenvolvimento de uma exploracao
pecuéria (LOBO E LOBO, 2007).

Os primeiros estudos de identificacdo, caracterizacdo e utilizacdo de
marcadores moleculares para a caracterizagdo de recursos genéticos e geracao de
ferramentas para o melhoramento animal datam do final da década de 80. Nos
altimos 20 anos as tecnologias para geracdo de dados moleculares passaram por
varios ciclos de renovacao (CAETANO, 2009).



As espécies domésticas tém sido submetidas ao melhoramento genético
visando, principalmente, selecionar, multiplicar e distribuir os animais com
caracteristicas favoraveis, para tornar os rebanhos mais produtivos. A selecéo
direcionada, associada a utilizacdo de poucos reprodutores para diversas matrizes,
aumenta as chances de acasalamentos entre individuos aparentados e,
consequentemente, aumenta a consanguinidade do rebanho, além de reduzir o
tamanho populacional efetivo e a variabilidade genética (FALCONER E MACKAY,
1996; MATEUS et al., 2004).

Destaca-se como principal efeito devido aos niveis elevados de
consanguinidade o aumento de homozigose, que por sua vez, pode levar a um
processo conhecido como “Depressao Endogamica” que pode reduzir sensivelmente
a produtividade de um rebanho (BREDA et al., 2004; CARNEIRO et al., 2007).
Segundo Eding (2001), a perda continua de diversidade genética de uma raca reduz
a possibilidade de melhoramento genético no futuro.

Com o crescimento da ovinocultura no Estado do Espirito Santo, faz-se
necessario uma caracterizacdo genética de rebanhos da Raca Santa Inés, uma das
mais produzidas no Estado para que ndo haja a perda de importante material

genético, incluindo caracteristicas importantes para a sobrevivéncia da raca.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar a diversidade genética de ovinos da raca Santa Inés produzidas no centro
e sul do estado do Espirito Santo, visando a identificacdo de individuos aparentados
e ndo aparentados dentro e entre rebanhos.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar geneticamente rebanhos da raca Santa Inés do Estado do Espirito

Santo a partir do uso de marcadores moleculares microssatélites;

- Verificar a variabilidade genética dos ovinos Santa Inés do Estado do Espirito

Santo através da eletroforese capilar
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Ovinocultura no Brasil

A exploracdo de animais domésticos, como forma de produzir alimento, vem
se intensificando com o passar do tempo. Dado o desequilibrio entre oferta e
demanda relacionada a producao de carne, se faz necessario o desenvolvimento de
pesquisas que explorem e intensifiguem a producdo em outras espécies animais,
além da bovina, suina e avicola. A carne ovina, no Brasil, possui baixo consumo,
principalmente devido a ma qualidade do produto comercializado. Ultimamente, tem-
se notado o interesse em intensificar a terminacdo de cordeiros em confinamento,
objetivando rapidez para a comercializacdo e producdo de carcaca de melhor
qualidade. (GARCIA et al., 2000)

A ovinocultura brasileira apresentou nos ultimos anos grande expansdo em
diversas regides do pais, traduzida pelo aumento do consumo da carne ovina
(SIMPLICIO E SIMPLICIO, 2006) e crescente procura por leite e derivados (BRITO,
2006). Devido a suas excelentes propriedades nutricionais, baixo requerimento de
area e velocidade no retorno do capital investido, a producédo de ovinos vincula-se
como uma das atividades rurais com maior potencial econdomico da pecuaria
nacional (DORNELLES, 2002).

Atualmente a carne ovina é o produto de maior significancia para a cadeia

produtiva da ovinocultura em termos de valor de mercado. O mercado consumidor,
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principalmente o internacional, € marcado por algumas tendéncias que devem ser
observadas. A carne ovina é vista como um produto premium e seu consumo é
ligado a populacdo de maior poder aquisitivo nos paises importadores. Assim, seu
consumo € aspirado também pela parcela da populacdo que tem obtido incremento
de renda recente, principalmente nos paises em desenvolvimento (BARCHET et al,
2011).

4.2 Ovinocultura no Estado do Espirito Santo

Racas nacionais como o Santa Inés tem apresentado consideravel aumento
nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, em virtude de sua elevada
rusticidade, alta prolificidade, menor susceptibilidade aos parasitos e maior eficiéncia
reprodutiva, apresentando cios durante todo o ano (BUENO et al., 2000), o que
sugere sua utilizacdo como raca materna visando a producdo de cordeiros para
abate.

A criagdo de cabras e ovelhas — conhecida como caprinovinocultura, vem se
destacando no Estado como uma importante alternativa de maior rentabilidade das
familias do campo, no entanto, é pouco desenvolvida. Esse fato se deve a falta de
um plano destinado a toda cadeia produtiva da atividade.

Os ovinos ganham destaque por serem resistentes a seca, bastante flexiveis
na sua alimentacao (podendo consumir quase todos os tipos de matéria vegetal),
atrelado a baixa exigéncia de agua. Por estes motivos, a sua criacdo € muito
vantajosa frente a de bovinos e suinos.

Outro fator que coloca o Espirito Santo na frente para a comercializagcdo dos
produtos da caprinovinocultura € sua localizacdo. Além de ser um Estado situado
préximo aos principais centros econdmicos do pais, ha também a facilidade de
escoamento da producédo para o mercado externo, o que contribui para a melhor
comercializacao da producéo.

A agricultura familiar se destaca na ovinocultura, uma vez que para tal é
exigida pouca area territorial e pouca disponibilidade de méao-de-obra, reduzindo
visivelmente os custos de producdo (MORAIS, 2007).


http://www.paginarural.com.br/
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4.3 Raca Santa Inés

De acordo com Santos (2007), a raca Santa Inés foi desenvolvida e
originada no Nordeste brasileiro, através de cruzamentos alternados entre as racas
Morada Nova, Somalis, Bergamacia e outros ovinos sem raga definida.

Santos (2007) relata como padrao racial dos ovinos Santa Inés, um animal
deslanado, com pelos curtos e sedosos, de grande porte, carne de boa qualidade e
baixo teor de gordura, pele de boa qualidade, rustico e precoce, adaptavel a
qualquer sistema de criacdo e a diversos tipos de pastagens. As fémeas sdo muito
proliferas, com boa aptiddo materna, boa producdo de leite e altas taxas de
gestacao gemelar.

Alguns dos mais renomados criatorios de reprodutores tém suas producdes
vendidas a futuro, tendo as mesmas ja compromissadas até a metade do ano
seguinte, sé com base na genealogia dos animais, sem a minima preocupac¢do com
relacdo ao desempenho dos animais (Benitez et al., 2008). No entanto, segundo
Costa et al. (2012), o aumento do mercado consumidor tem provocado maior
interesse e investimento dos produtores no melhoramento genético de ovinos Santa
Inés.

Atualmente, a raca Santa Inés possui grande destaque, concentrando-se no
principal polo da ovinocultura brasileira, que por sua vez é representado pelo
Nordeste. Ha mais de uma década que a raca Santa Inés atravessa um momento
comercial excepcional, ocupando um lugar preponderante na pecudria nacional, com
expansao rapida em grande parte do territdério nacional, criando desta forma uma
demanda crescente e insatisfeita.

A crescente demanda de produtos de origem animal nos paises em
desenvolvimento, visando a obtencdo de um substancial aumento na produtividade,
deu origem a varios programas de melhoramento que tinham como base o uso
intensivo de cruzamentos do germoplasma local com racas exéticas, altamente

produtivas, desenvolvidas para os paises de clima temperado (EGITO et al, 2002).
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4.4 Marcadores moleculares e o uso de Marcadores Microssatélites no

melhoramento animal

Os Marcadores Moleculares tém sido os fatores mais importantes no estudo
de segregacado de caracteres hereditarios, na analise de comportamento de genes
em uma populacdo e na reconstrucdo da histdria evolutiva das populacdes, entre
outras aplicacbes (REGITANO e VENERONI, 2009).

Existem duas grandes classes de marcadores que se diferenciam pela
metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou amplificagdo de DNA. Entre
0s marcadores identificados por hibridizacao estdo os RFLP (“Restriction Fragment
Length Polymorphism”) e Minissatélites ou locos VNTR (“Variable Number of
Tandem Repeats”). Os identificados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”), AFLP (“Amplified Fragment
Polymorphism”) e Microssatélites ou SSR (“Simple Sequence Repeats”) (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros trabalhos realizados para desenvolver e caracterizar marcadores
moleculares para espécies de interesse zootécnico datam do inicio dos anos 80. As
primeiras publicagbes relatam resultados de estudos de caracterizacdo de
marcadores RFLP (do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) em suinos
(CHARDON et al., 1985) e bovinos (BECKMANN et al., 1986, GEORGES et al.,
1987). Estes estudos, inicialmente com metodologias trabalhosas e limitadas, eram
considerados inovadores, uma vez que as alternativas disponiveis resumiam-se a
estudos com grupos sanguineos e aloenzimas. Tipicamente, para produzir uma
informacdo molecular (um gendtipo) eram necessarios em meédia cinco dias de
trabalho, utilizando radiois6topos e enfrentando varias questbes técnicas
fundamentais (CAETANO, 2009).

Nos anos seguintes, foram realizados 0s primeiros estudos para isolar e
caracterizar marcadores do tipo SSR (Simple Sequence Repeats). Os genomas
eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias simples repetidas, as quais
consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem. Essas regides sao
denominadas microssatélites, SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR (Short
Tandem Repeats) (BOREM E CAIXETA, 2009).

Esforcos significativos foram empregados para identificar microsatélites em
bovinos (FRIES et al., 1990; MOORE et al., 1994; VAIMAN et al., 1994; STONE et
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al., 1995; KIRKPATRICK et al., 1995; STONE et al.,, 1997; REED et al., 2001),
suinos (JOHANSSON et al., 1992; MILLER et al., 1992; COPPIETERS et al., 1993;
FREDHOLM et al., 1993; ALEXANDER et al., 1996) e equinos (JOHANSSON et al.,
1992; MARKLUND et al., 1994; HOPMAN et al., 1999; MURPHIE et al. 1999; RUTH
et al., 1999) e ovinos (MENEZES et al., 2006; CRISPIM et al., 2012; LEGUIZA,
2007). Tal metodologia trouxe muitos beneficios, associados, principalmente, as
bases moleculares desse tipo de marcador.

Inicialmente a genotipagem dos marcadores microssatélites (SSR) era
realizada com o uso de radiois6topos. Posteriormente, com a invencdo dos
sequenciadores automaticos, tornou-se possivel utilizar fluorocromos para deteccao
dos variantes alélicos. Os primeiros mapas genéticos abrangentes para espécies de
interesse  zootécnico foram construidos com marcadores microssatélites
(BARENDSE et al., 1994; ROHRER et al., 1994; GUERIN et al., 2003).

Em genomas eucariotos, estas sequéncias simples sdo mais frequentes,
melhor distribuidas ao acaso e formam loci genéticos mais polimoérficos que os loci
hipervariaveis constituidos por minisatélites. Estes loci altamente polimorficos,
amplificados via PCR foram também denominados de “STMS — Sequence Tagged
Microsatellite Sites” (Beckmann & Solle, 1990), ou seja, sitios de microsatélites
marcados por sequéncia, e constituem a classe mais polimérfica de marcadores
moleculares disponivel hoje.

Tendo em vista a expressao co-dominante (é possivel diferenciar o individuo
homozigoto e heterozigoto para cada determinado loci) e o multialelismo, os
marcadores SSR sdo os que possuem o0 mais elevado conteudo de informacdo de
polimorfirmo, ou seja, “PIC” (“Polymorphism Information Content”) na terminologia de
marcadores moleculares. Além disso, os SSR sdo muito frequentes e distribuidos ao
acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto.
Considerando as caracteristicas dos SSR ja citadas, este se torna o marcador ideal
para estudos de genéticas de populacbes atrelado a diversidade. (GRATTAPAGLIA
E FERREIRA, 1998)

4.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Uma das mais marcantes contribuicbes ao estudo de marcadores

moleculares foi o desenvolvimento da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
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Polimerase) desenvolvida por Kary Mullis, em 1983 (MULLIS, 1990). Porém, a
importancia desta técnica sO ficou demonstrada com a publicacdo dos primeiros
trabalhos de aplicacédo desta em diagndsticos de doencas (SAIKI et al., 1985).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase consiste na replicacdo do DNA in vitro,
catalisada pela DNA polimerase. A reagdo envolve trés etapas: desnaturacao,
anelamento e extensao. A primeira etapa da PCR consiste na desnaturacao inicial
da dupla fita de DNA que contém a sequéncia a ser amplificada, ocorrendo quando a
temperatura € elevada entre 92 e 96°C. Nesta etapa, as pontes de hidrogénio se
“‘quebram”, separando as fitas de DNA. Na etapa de anelamento, a temperatura é
rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo essencialmente do tamanho e
sequéncia do primer utilizado, permitindo a hibridizacdo DNA-DNA de cada primer
com as sequéncias complementares que flanqueiam a regido alvo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os dois primers curtos sao hibridizados a filamentos opostos, cada um se
liga a uma fita diferente do fragmento alvo nas posicées que flanqueiam a regido da
sequéncia a ser amplificada, estando orientados de forma que suas extremidades 3’
apontem uma para a outra (MOURA DUARTE et al, 1999). Em seguida, a
temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase realize a
extensdo a partir de cada terminal 3" dos primers, esta extensdo envolve a adi¢do de
nucleotideos utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira que uma coépia
desta sequéncia é feita no processo. Este ciclo € feito em algumas centenas de
vezes, dobrando a quantidade de DNA da sequéncia alvo em uma progressao
geomeétrica.

A duracdo de um ciclo é de cerca de 5 minutos, consistindo de 15 segundos
para a desnaturacdo, 30 segundos para o anelamento, 90 segundos para a
extensdo e mais o tempo minimo necessario para a mudanca de temperatura entre

as fases, que é de 30 a 60 segundos para cada mudanca (NICHOLAS, 1999).
4.6 Coleta e armazenamento de amostras de pelos
A porcéo final da cauda dos ovinos foi comprovada como a area mais eficaz

para se efetuar a retirada dos pelos (LEAL et al., 2011). Esta é de facil acesso,

possui geralmente uma grande quantidade de pelos em um tamanho médio que
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facilita sua retirada e mantém uma boa porcentagem de pelos acompanhados de
bulbos em relacéo a quantidade total de pelos retirados.

Segundo Leal (2011), foram testados tubos eppendorf, sacos de papel e
sacos de plastico como maneiras de armazenamento dos pelos com bulbos. Os
sacos de papel pardo ndo encerados se mostraram a melhor opgao por propiciar
uma baixa adesao dos bulbos as suas paredes o que, quando acontece, geralmente

ocasiona a perda das células.

4.7 Diversidade Genética

A biodiversidade é produto da evolucéo biolégica cuja variedade de formas é
resultado do acumulo de variacBes hereditarias, inicialmente polimoérficas dentro de
espécies que, posteriormente, se fixam em unidades taxonémicas. Assim, todas as
formas de vida do planeta sdo caracterizadas por variacdes genéticas que podem
ser estudadas para fins de inventario biolégico e conservacao.

A diversidade genética se refere a toda variacdo biologica hereditaria
acumulada durante o processo evolutivo. Sua principal origem converge-se nos
processos de mutacdo na sequéncia nucleotidica durante a replicacdo do DNA.
Quando esta variacdo ocorre entre individuos da mesma espécie, chamamos de
polimorfismos ou diversidade intraespecifica. Quando esta variacdo ocorre entre
espécies, sendo fixada dentro de cada taxon, dizemos que se deu uma substituicdo
de carater, que pode ser nucleotidica (DNA) ou aminoacidica (proteina). As
variacbes genéticas intraespecificas sdo investigadas quando buscamos
compreender as relacdes entre individuos e populacdes de cada espécie. Portanto,
guando nosso interesse € saber qual o parentesco entre individuos, se existe ou ndo
fluxo génico entre populacfes ou qual o status de conservacdo de uma espécie em
particular, estudamos a variacdo genética intraespecifica. Por outro lado, a
diversidade genética entre espécies é avaliada quando queremos compreender as
relacdes filogenéticas nos varios niveis taxonémicos (espécies, géneros, familias,
ordens etc.) ou caracterizar espécies por meio da identificacdo de marcadores
conservados que permitam sua diferenciacdo (SANTOS, 2009)

A sobrevivéncia de uma espécie depende de sua variabilidade genética, e a

quantificacdo dessa variabilidade pode ser um parametro predominante na
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caracterizagdo de ragas de animais. A analise do DNA possibilita detectar a
existéncia de marcadores genéticos polimérficos, que podem ser usados em estudos
evolutivos, mapeamento genético, identificacdo de paternidade, taxonomia
molecular, introgressao de genes, diagndstico genético precoce e selecdo assistida
por marcadores (NICHOLAS, 1999).

Por meio das técnicas moleculares, foi possivel avancar no conhecimento
das caracteristicas de um individuo, quanto ao gendétipo, a partir de amostras de
sangue, pelos e tecidos. A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
foi desenvolvida por Williams et al. (1990), e pode ser utilizada para quantificar a
variabilidade genética entre e dentro de diferentes grupamentos genéticos, em

espécies distintas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e Armazenamento de amostras

O material escolhido para a extragcdo do DNA foi o bulbo integro do pelo,
devido a facilidade da coleta e armazenamento, e por ndo causar estresse ao
animal. Os pelos foram coletados da porcéo final da cauda dos animais, de forma
gue os bulbos pilosos pudessem se manter na maior parcela de pelos retirados, ja
gue sao estas as fontes de células usadas para a obtencdo do DNA (LEAL, 2011).

No presente trabalho foram analisados 20 animais de 6 rebanhos localizados
no estado da Espirito Santo: 1 rebanho localizado em Colatina (regido Centro-
oeste), 1 rebanho em Guarapari (regido Metropolitana), 1 rebanho em Guacgui e Rive
e 2 em Alegre (regido Sul), totalizando 120 animais.

As amostras coletadas em cada fazenda foram identificadas da seguinte
maneira: AE = Rebanho Alegre; GUA = Rebanho Guarapari; AZ = Rebanho Guagui;
RV = Rebanho Rive; COL = Rebanho Colatina; AL = Rebanho Alegre 2.

Imediatamente apos a coleta dos pelos, estes foram armazenados em sacos
de papel pardo com superficie ndo encerada, com o objetivo de manter a integridade
dos seus bulbos até o momento de sua analise (LEAL, 2011).
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5.2 Extracéo do DNA gendmico

Foram utilizados 10 bulbos dos pelos coletados de cada animal para cada
reacao de extracdo de DNA. Cada pelo foi observado ao microscopio optico (Bioval,
modelo 008055) com a objetiva de 4/0.10X para a certificacdo da integridade e
presenca do bulbo, em seguida este foi cortado e colocado em microtubos de 1,5
mililitros onde realizou-se a reacéo de extracdo de DNA.

Para a realizacdo da extracdo do DNA foi utilizado o método de extracdo
alcalina. Apds o corte dos bulbos, adicionou-se 50ul de solugao de lise (200Mm
NaOH). Os microtubos foram colocados no termociclador e incubados a 97°C por 15
minutos, para que ocorra a lise das membranas celulares e consequentemente
dispersdo do DNA celular. As amostras sdo submetidas a centrifugacdo a 13000
RPM por 1 minuto, visando separar o DNA das organelas e proteinas presentes no
interior das células que, ap6s a lise celular, estardo dispersas na solu¢do. Na
proxima etapa, adicionou-se 50ul de solugdo neutralizante (200Mm HCI; 100Mm
Tris-HCI ph 8,5), homogeneizando bem, essa solu¢cdo tem o objetivo de parar a
atividade de lise da primeira solucédo e neutralizar o pH de toda a reacdo. Apés a
realizacdo de todas as etapas de extracdo as aliquotas foram armazenadas em
geladeira a 4°C.

5.3 PCR e genotipagem dos loci microssatélites

Para a realizacdo das reacdes de PCR foram selecionados 7 locis
microssatélites, de acordo com a lista de recomendacédo da FAO, para estudos de
diversidade genética e paternidade em ovinos (Tabela 1). Assim, estimou-se um

total de 840 amostras de PCR a serem analisadas.
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Tabela 1 Loci analisados, temperaturas de anelamento utilizadas, sequéncia de cada

primer, tamanho do fragmento esperado, cromossomo onde ele se localiza em Ovis aries.

Locus Temperatura Sequéncia do Primer 5" - 3 Tamanho Cromossomo em
Anelamento esperado de Ovis aries
(°C) fragmento (pb)

OarFCB020 56 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG 92-112 2
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC

OarFCBO0O11 58 GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC 121-143 2
GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC

SRCRSP08 58 TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC 212-242 Desconhecido
CCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTAG

OarCP049 58 CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC 85-107 17
GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG

SRCRSPO05 56 TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC 141-149 18
GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG

MAF65 54 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 123-135 15
CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG

OarFCB304 59 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG 150-188 19
CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG

As reacdes de PCR foram realizadas separadamente para cada locus em
volumes de 10 pl por reagao, contendo tampao para PCR [5X Green Go Taq Flexi
Buffer], dNTPs (10mM de cada), MgCl, (1,0-3,0 mM), Tag DNA polimerase (1U), um
par de primers (20 p/mol de cada primer), agua deionizada e 5 microlitros de DNA
pré-diluido 25x. As concentracfes de cloreto de magnésio (MgCl,) foram otimizadas
individualmente para cada locus, podendo variar entre 1,0 e 3,0 mM. Em cada
reacdo foram utilizados controles negativos para monitorar possiveis contaminacdes.
O programa de PCR obteve um passo inicial de desnaturacédo a 94°C por 5 minutos,
seguindo-se 30-40 ciclos de amplificacdo, sendo que em cada ciclo estabeleceu-se
um tempo de 30 segundos para a desnaturacdo da dupla fita a 94°C, 30 segundos
para o anelamento dos primers, e 60 segundos para a sintese da nova fita a 72°C.
Apds o ultimo ciclo, as reacdes foram submetidas a um passo final de 5 minutos a
72°C para a extensédo final das fitas. O numero de ciclos e as temperaturas de
anelamento dos primers foram otimizadas para cada locus de microssatélite. O
sucesso da amplificagdo por PCR foi observado em géis de poliacrilamida (30%)
com 20 centimetros de tamanho para uma corrida extensa com o objetivo de separar
fragmentos de DNA que pudessem diferir por uma pequena quantidade de pares de

base. Juntamente com as amostras, foram aplicados padrdes de peso molecular
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(25pb e 100pb) para a comparacao do tamanhos dos fragmentos obtidos. Os géis de
poliacrilamida foram corados com nitrato de prata.
Para a coloracéo, os géis foram mergulhados em uma solucéo fixadora (100ml de
Etanol, 5ml de Acido Acético e 895ml de agua destilada) por 5 minutos. Depois,
foram adicionados 50ml de solucdo de Nitrato de Prata (0,2g de Nitrato de Prata e
50ml de Agua destilada) por 10 minutos. As solucbes foram descartadas, o gel,
lavado com agua destilada por 2 minutos, sendo descartada em seguida. Por fim, o
gel foi mergulhado na solucdo Reveladora (30g NaOH, 5ml de Formol e
aproximadamente 900m| de Agua) até que as bandas do gel, correspondentes aos
fragmentos de DNA amplificados aparecessem. Todas as etapas foram executadas
com leve agitacao.

Apos a visualizacdo em gel de poliacrilamida, as amostras foram submetidas
a eletroforese capilar no equipamento AdvanCE FS96 (Advanced Analytical). A
genotipagem dos alelos foi realizada nos softwares GenScan e Genotyper, ambos
da Applied Biosystems. Na figura 1 podem ser observadas bandas obtidas em

corrida eletroforética capilar para o locus MAF65.
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Figura 1 Bandas visualisadas ap0s corrida eletroforética capilar do locus MAF65

Podem ser observados nas figuras 2 e 3 graficos gerados apds corrida
eletroforética capilar mostrando um individuo homozigoto e heterozigoto,

respectivamente.
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Figura 2 Curvas obtidas apés corrida eletroforética capilar no equipamento AdvanCE FS96

mostrando um homozigoto.
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Figura 3 Curvas obtidas apés corrida eletroforética capilar no equipamento AdvanCE FS96

mostrando um heterozigoto.

5.4 Andalise estatistica dos dados

A variabilidade genética foi quantificada a partir de estimativas de contagem
direta das frequéncias alélicas para cada locus utilizado. Os parametros genéticos
populacionais utilizados para estimar a diversidade foram o numero efetivo de alelos

por locus, diversidade alélica, heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade
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esperada (He) sob o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), contetdo de informacao
polimérfica (PIC) e o indice de fixacao (FIS) ou coeficiente de consanguinidade. Com
0 objetivo de identificar a existéncia de possiveis alelos nulos nos locus utilizados, foi
estimada a probabilidade de ocorréncia dos mesmos nas popula¢des analisadas.

O Conteudo de Informagédo Polimérfica (PIC), descrito por Botstein et al.
(1980), € um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos
(segregacao, identificacdo de populacdes e controle de paternidade). Segundo a
classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a
0,5 séo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos.

A partir do indice de proporcdo de alelos compartilhados, foi feita uma
andlise no software Genes (Cruz, 2013), utilizando o indice Ponderado, gerando
assim uma matriz de dissimilaridade. A partir desses dados foi realizado um
dendograma para estimar quais seriam os animais mais proximos ou mais distantes
dentro dos rebanhos do estado do Espirito Santo. Para obtencdo do dendrograma
foi usado o software Action2.5, juntamente com os dados de matriz de
dissimilaridade. @ Para obtencdo da heterozigozidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho), coeficiente de endogamia (f) e indice de
informacao polimorfica (PIC) utilizou-se o software PowerMarker V3.25.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisados sete diferentes loci microssatélites, todos
dinucleotideos. Para todos os animais dos seis rebanhos utilizados no trabalho, cada
um dos loci foi estudado com o objetivo de se obter sua variabilidade alélica.

Na tabela 2 foi determinada a quantidade de alelos encontrados em cada

rebanho para cada locus microssatélite analisado.

Tabela 2 Nimero de alelos observados para cada locus nos rebanhos de ovinos Santa Inés

do estado do Espirito Santo e total de alelos observados em cada locus.

Locus AE GUA coL AZ RV AL
OarFCB20 3 3 3 2 3 2
OarFCBO011 7 4 8 5 7 5
SRCRSP08 2 3 1 3 4 4
OarCP049 6 2 4 4 4 4
SRCRSP05 3 3 3 2 2 2
MAF65 6 5 3 4 6 5
OarFCB304 4 3 4 5 4 4

Todos os sete loci microssatélites analisados foram polimoérficos para
caracterizacdo genética da raca Santa Inés. O numero de alelos por locus variou de
trés a dez. Contudo, o locus mais polimoérfico analisado foi o OarFCBO11,
observando-se 10 alelos nas populacbes estudadas. O segundo locus mais

polimarfico foi o MAF65, onde foi observado um total de 8 alelos.



25

Na tabela 3 € apresentado o numero de alelos encontrados no presente
trabalho e também encontrados por Yilmaz et al. (2013) para duas racas de ovinos
nativas da Turquia, a Cine Capari e a Karya, as quais apresentaram para o locus

OarFCB304 onze e treze alelos, respectivamente.

Tabela 3 Comparacédo entre niumeros de alelos encontrados de 4 loci por Yilmaz et al (2013)

e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito Santo.

Locus Yilmaz et al. (2013) Estudo feito com Santa Inés do estado do
Cine Capari / Karya Espirito Santo

OarFCB304 11 13 6

MAF65 9 7 8

Ambas apresentaram alto grau de polimorfismo, enquanto que o numero de
alelos encontrados neste trabalho para a raca Santa Inés no mesmo locus foi de seis
alelos. Entretanto, para o para o locus MAF65 Yilmaz et al. (2013) obtiveram para
Cine Capari e Karya, nove e sete alelos, respectivivamente, e neste trabalho, foram
obtidos oito alelos para este locus, havendo variacdo de somente um alelo. Por
conseguinte, o polimorfismo entre os dois trabalhos apresentou-se proximo.

De acordo com os dados obtidos por Qwabe et al. (2013), demonstrados na
tabela 4, h&a 4 loci em comum a este trabalho.

Tabela 4 Comparacédo entre numeros de alelos encontrados de 4 loci por Qwabe et al.

(2013) e no estudo feito com os ovinos do norte do estado do Espirito Santo.

Locus Qwabe et al. (2013) Estudo feito com os ovinos do

estado do Espirito Santo

SRCRSP08 7 4
OarCP49 6 7
SRCRSPO05 2 3
OarFCBO011 5 10

Para o locus SRCRSP08 Qwabe et al. (2013) encontraram em seu trabalho
sete alelos, em contrapartida, o estudo com os ovinos Santa Inés do sul do estado
do Espirito Santo apresentou somente quatro alelos. Entretanto, os demais loci
analisados por Qwabe et al. (2013) apresentaram numeros menores de alelos
observados em comparacdo a esse trabalho, que por sua vez apresentou uma

grande variabilidade alélica para o locus OarFCBO011, sendo observados dez alelos.
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A tabela 5 apresenta outra comparacéo entre o trabalho em questéo e o de
Al-Barzinji et al. (2011) realizado para verificar variabilidade genética em ovinos da

raca Hamdani na regido do Curdistao no Iraque.

Tabela 5 Comparacédo entre niumeros de alelos encontrados de 3 loci por Al-Barzinji et al

(2011) e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito Santo.

Locus Al-Barzinji et al. (2011) Estudo feito com os ovinos do

estado do Espirito Santo

OarFCB304 13 6
OarFCB020 18 4
MAF65 10 8

Para o locus OarFCB304, Al-Barzinji et al. (2011) encontraram uma grande

variabilidade alélica observando treze alelos para o mesmo, enquanto que nesse
trabalho foram encontrados somente seis alelos. Assim, Al-Barzinji et al. (2011)
obteve uma alta variabilidade genética para a raca estudada, a medida que a raca
Santa Inés apresentou uma menor variabilidade alélica para este locus. Entretanto,
para o locus MAF65, houve uma diferenca de somente dois alelos, na analise feita
por Al-Barzinji et al. (2011) observou-se dez alelos e neste estudo, oito. Logo, a
variabilidade alélica para as duas racas apresentaram-se muito proximas.
No estudo executado por Al-Barzinji et al. (2011), destaca-se o locus OarFCB020,
que por sua vez apresentou dezoito alelos, no entanto, na analise feita com a raca
Santa Inés foi observado somente quatro alelos para este locus. Para este mesmo
locus Kevorkian et al. (2010), analisando a variabilidade de ovinos da Roménia das
racas Karabash e Botosani Karakul, cujos resultados encontram-se dispostos na
tabela 6 para a raca Karabash, obtiveram treze alelos. Logo, as racas analisadas por
ambos apresentou uma grande variabilidade genética, principalmente a raca
Hamdani, estudada por Al-Barzinji et al. (2011) sendo altamente polimérficos.
Porém, o trabalho feito com a raca Santa Inés na regido sul estado do Espirito Santo
apresentou baixa variabilidade genética, apresentando somente quatro alelos para o
locus OarFCBO020.
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Tabela 6 Comparacédo entre niumeros de alelos encontrados de 3 loci por Kevorkian et al

(2010) e no estudo feito com os ovinos do estado do Espirito Santo.

Locus Kevorkian et al. (2010) Estudo feito com os ovinos do estado
do Espirito Santo

OarFCBO11 12 10
OarFCB020 13
MAF65 10

Nas populagbes analisadas com ovinos da Roménia por Kevorkian et al.
(2010), foram encontrados para os loci OarFCB11 e MAF65, doze e dez alelos,
respectivamente, e neste estudo foram observados dez e oito alelos para ambos
loci, ou seja, houve uma variagdo de somente dois alelos em comparagdo ao
trabalho citado. Por conseguinte, constata-se uma menor variabilidade genética
encontrada nos rebanhos de ovinos Santa Inés utilizados nesse estudo.

Na tabela 7 sdo apresentados a diversidade alélica, heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), conteudo de informacao
poliméfica (PIC) e coeficiente de endogamia (f) encontrados para as populacdes
estudadas neste trabalho.

Tabela 7 Diversidade alélica, Heterozigosidade observada, Heterozigosidade esperada,

Conteudo de Informacéao polimérfica (PIC) dos locus analisados nesse trabalho.

Locus Numero de Ho He Conteudo de Coeficiente de
alelos Informacéao Endogamia (f)
observados Polimorfica (PIC)
OarFCB020 4 0,2571 0,5966 0,5233 0,5722
OarFCBO011 10 0,5424 0,8615 0,8466 0,3778
SRCRSPO08 4 0,0303 0,4673 0,4212 0,9361
OarCP049 7 0,2286 0,6922 0,6414 0,6738
SRCRSP05 3 0,0588 0,5304 0,4549 0,8901
MAF65 8 0,3500 0,6689 0,6270 0,4806
OarFCB304 6 0,4324 0,7012 0,6472 0,3872

A partir do coeficiente de endogamia (PIC) encontrado nesse trabalho, os
loci OarFCB020, OarFcb011, OarCp049, MAF65 e OarFCB304 apresentaram-se
altamente informativos com valores de PIC entre 0,5233 a 0,8466. No entanto, os
loci SICRSP08 e SRCRSPO5 apresentaram-se mediamente informativos, com
valores de PIC entre 0,4212 e 0,4549, respectivamente.

O locus OarFCB020 apresentou um dos menores valores de diversidade

alélica (4 alelos), com heterozigosidade esperada de 0,5966 e heterozigosidade
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observada de 0,2571, que por sua vez apresentou-se menor que a encontrada no
estudo feito por de Al-Barzinji et al. (2011), ou seja, um valor de 0,400.

Um valor de hetetozigosidade observada inferior a heterozigosidade
esperada significa, de acordo com Araujo et al. (2006), a perda de heterozigosidade.
O alto valor obtido como Coeficiente de Endogamia indica alta homozigose
observada para esse marcador, o que comprova a perda de alelos.

Para o locus SRCRSP08, o valor encontrado para a heterozogosidade
observada (0,0303) estda muito abaixo da esperada (0,4673). Esses dados,
comparados com o nivel de endogamia (0,9361), indicam a perda de
heterozigosidade do rebanho e um nivel de endogamia relativamente alto. Qwabe et
al. (2013) encontraram, para o locus em questdo 7 alelos, Ho de 0,48; He de 0,44 e
PIC igual a 0,40. Assim, a quantidade de alelos em homozigose encontra-se muito
baixa, de acordo com esses dados Qwabe et al. (2013) obtiveram alta
heterozigozidade.

O locus SRCRSPO5 apresentou somente 3 alelos diferentes, e taxas de Ho
mais baixas que as de He (0,0588 e 0,5304 respectivamente), indicando baixa
heterozigosidade. Para esse mesmo locus Souza et al. (2012) encontraram em
populacées de ovinos Santa Inés de varios estados do Brasil valores Ho 0,609 e He
0,675, concluindo que nos rebanhos analisados uma alta taxa de heterozigosidade
foi encontrada. Os loci OarFCB304 e OarFCB049 também foram utilizados no
trabalho de Souza et al. (2012). Para esses loci foram encontrados Ho 0,740, He
0,531 e He 0,2124, Ho 0,2212 respectivamente, indicando para ambos um alto nivel
de heterozigose. Nos rebanhos analisados no estado do Espirito Santo, os valores
encontrados para ambos os loci tiveram Ho inferior ao de He e um valor de
coeficiente de endogamia acima de 0,5 foi encontrado no locus OarFCBO049,
revelando assim baixo nivel de heterozigosidade. Porém para o locus OarFCB304 o
valor de coeficiente de endogamia encontrado foi de 0,3872, indicando alto nivel de
heterozigozidade.

O locus MAF65 apresentou Ho 0,3500 e He 0,6689 e a presenca de 8 alelos
diferentes. Com o coeficiente de endogamia de 0,4806, este locus mostra alta
heterozigosidade e baixa endogamia dos animais estudados. Sulabda et al. (2012)
encontrou para o mesmo locus taxas de Ho 0,6538 e He 0,6184, comprovando em
seu trabalho, para este locus, uma taxa alta de heterozigosidade.
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O locus OarFCB304 apresentou Ho de 0,4324 e He de 0,7012, obtendo-se
uma baixa taxa de heterosigozidade.

Em relacdo ao coeficiente de endogamia (f), houve uma variacdo entre
0,3778 e 0,9361, logo, os loci que obtiveram maior heterozigozidade e
consequentemente maior variabilidade foram o OarFCBO11l, o OarFCB304 e o
MAFG65, apresentando coeficiente de endogamia iguais a 0,3778; 0,3872 e 0,4806,
respectivamente. Em sequéncia, para os loci OarFCB020 e OarCP049 foram obtidos
valores de PIC iguais a 0,5722 e 0,6738, respectivamente. Os loci que apresentaram
maior homozigosidade foram os SRCRSP08 e SRCRSPO05, apresentando valores de
“f” iguais a 0,9361 e 0,8901, respectivamente.

Nos dendrogramas abaixo apresentados, observa-se grupos de similaridade
genética separados por cor. A figura 4 apresenta o dendrograma da fazenda AE,
onde um corte feito em 12 foi suficiente para separar os genoétipos encontrados em
quatro grupos distintos.
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Figura 4 Dendrograma da fazenda AE (localizada em Alegre - ES), mostrando 4 grupos de
similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

Destacado em amarelo, o uUnico individuo “14”, apresentando uma

configuracdo alélica Unica distanciando-o dos demais grupos do rebanho.
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Destacados em laranja, os individuos “3” e “10” foram agrupados juntos por
apresentarem a ocorréncia dos mesmos dois alelos, aproximando-0s geneticamente.
Em azul, observa-se um grupo maior de individuos com repeticdo de alelos, obteve-
se a ocorréncia de onze alelos repetidos. Em verde, também apresentando um
agrupamento maior contendo nove individuos com maior variabilidade genética entre
si, foi observada a ocorréncia de 17 alelos diferentes compartilhados entre esses
individuos. Os animais “2” e “16” compartilham entre si quatro alelos. Com excecao
do animal “14”, tal dendrograma mostra grande similaridade genética entre 0s ovinos
Santa Inés, evidenciando baixa variabilidade genética, o que estd ligado a
acasalamentos entre animais aparentados dentro de um mesmo rebanho.

Na figura 5, observa-se o dendrograma da fazenda GUA, onde um corte
aproximadamente em 10,3 foi o suficiente para separar os genoétipos em quatro

grupos distintos.
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Figura 5 Dendrograma da fazenda GUA (localizada em Guarapari - ES), mostrando 4
grupos de similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

Observa-se que o individuo “8”, destacado em amarelo se distanciou
geneticamente dos demais. Os individuos destacados em verde apresentaram
repeticio em nove alelos, 0 que os aproxima geneticamente. Os individuos

destacados em azul apresentam o maior grupamento visualizado, que por sua vez,
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apresentaram doze alelos, sendo o locus menos porlimérfico para este rebanho o
OarFCBO049 e o mais polimorfico o MAF65, com 5 alelos. No grupo destacado em
laranja, representando o0 segundo maior grupamento, observa-se treze alelos
dispares. Sendo que os individuos “4” e “11” apresentam alto grau de similaridade
genética, de acordo com o dendrograma, compartihando os mesmos alelos em
quatro dos loci analisados. Por outro lado, o individuo “3” encontra-se geneticamente
mais distante dos demais deste subgrupo.

Na figura 6, observa-se o dendrograma da fazenda COL, onde um corte
aproximadamente em 12,1 foi o suficiente para separar 0os genoétipos em quatro

grupos distintos.
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Figura 6 Dendrograma da fazenda COL (localizada em Colatina - ES), mostrando 4 grupos
de similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

O grupo destacado em laranja apresentou sete alelos diferentes, contendo
um animal (19) distante geneticamente do subgrupo, porém os demais apresentam
alto indice de similaridade genética entre si. Em amarelo, sdo compartilhados cinco
alelos distintos, onde os individuos “1” e “2” compartilham de quatro alelos,
encontrando-se muito proximos geneticamente e o individuo “20” diverge

compartilhando somente dois alelos do total observado para este grupo. Em verde, o
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individuo “14” encontra-se distante geneticamente dos demais, compartilhando uma
pequena quantidade de alelos. Em azul, um maior agrupamento de individuos
proximos € evidenciado, podendo-se observar doze alelos diferentes. Para este
rebanho, o locus mais polimorfico foi o OarFCBO011, apresentando oito alelos, o que
pode ser confirmado no dendrograma; e o menos polimérfico foi o SRCRSP08
apresentando apenas um alelo.

Na figura 7 é apresentado o dendrograma da fazenda AZ onde um corte em

12 foi o suficiente para separar 0s genotipos em quatro grupos distintos.
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Figura 7 Dendrograma da fazenda AZ (localizada em Guagui — ES), mostrando 4 grupos de
similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

Em laranja, observa-se um individuo distante geneticamente dos demais (3).
Em amarelo, é observada a proximidade de quatro individuos e o compartilhamento
de oito alelos entre si. Destacado em verde, observa-se catorze alelos e todos os
individuos proximos geneticamente, exceto o individuo “18” que compartilha
somente quatro alelos com os demais do grupo. Em azul, grande similaridade

genética € observada, havendo a presenca de sete alelos diferentes. Porém, o
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animal “1” compartilha somente de trés alelos. Para este rebanho, os loci mais
polimorficos encontrados foram o OarFCB011 e OarFCB304, onde ambos
apresentaram cinco alelos, os loci menos polimérficos foram o OarFCB020 e
SRCRSPO05, ambos com somente dois alelos observados.

Na figura 8, no dendrograma da fazenda RV, identifica-se que um corte
aproximadamente em 11,8 foi o suficiente para separar 0os gendtipos em cinco

grupos distintos.
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Figura 8 Dendrograma da fazenda RV (localizada em Rive - ES), mostrando 5 grupos de
similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

Destacado em laranja, é demonstrado um grupo contendo oito alelos
distintos, sendo que os individuos “2” e “6” sdo mais proximos dentro deste grupo.
Outro grupo em amarelo se caracteriza apresentando apenas 2 individuos que
compartilham de trés alelos em comum. Em verde, um individuo se distanciou
geneticamente de todos os demais. Em azul, observou-se oito alelos distintos,
apresentando-se um grupo de cinco animais proximos, com excessao do individuo
“14” que se distanciou num corte em aproximadamente 7,8. Em lilas estd demarcado
um grupo maior de individuos préximos geneticamente, com dez alelos dissimilares,

o individuo “11” se distancia geneticamente no corte 7,7. Para este rebanho, o locus
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mais polimorfico foi novamente o OarFCB011 com sete alelos dispares observados
e 0 menos polimérfico foi o SRCRSP05 com somente dois alelos diferentes
observados.

Na figura 9, apresenta-se o dendrograma dos animais do rebanho AL onde
um corte aproximadamente em 12 foi o suficiente para separar os genoétipos em

quatro grupos distintos.
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Figura 9 Dendrograma da fazenda AL (localizada em Alegre -ES), mostrando 4 grupos de
similaridade genética, dentro do rebanho analisado.

Destacado em laranja, o individuo “7” se difere dos demais, estando
geneticamente distante. Um grupo é formado (amarelo), apresentando cinco alelos
diferentes, com os individuos “14” e “16” compartilhando dois alelos. Em verde,
encontra-se 0 maior grupamento de individuos geneticamente préximos neste
rebanho. Nele, somente os individuos “10” e “19” se encontram mais distantes dos
demais. Em azul, um pequeno grupo contendo 3 animais € formado e nele observa-
se quatro alelos, onde os animais “3” e “4” possuem trés alelos em comum e o
individuo “15” encontra-se mais distantes de ambos. Os loci mais polimorficos
encontrados para este rebanho foi o OarFCB011 e MAF65, apresentando 5 alelos
cada, e os menos polimorficos foram o Oar020 e SRCRSP05, com somente 2 alelos.
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7. CONCLUSAO

Todos os sete marcadores microssatélites utilizados neste trabalho foram
adequados para verificar os niveis de heterosigosidade e endogamia para 0s
rebanhos estudados. Os loci foram polimérficos e apresentaram baixa diversidade
alélica nas fazendas estudadas do sul do estado do Espirito Santo.

Foram encontrados altos valores de coeficiente de endogamia para os loci
SRCRSP08 e SRCRSP05, demonstrando alta proximidade de parentesco entre 0s
animais das fazendas estudadas. Para os loci MAF65, OarFCB304 e OarFCB011 o
coeficiente de endogamia apresentou-se menor, entre 0,03778 e 0,4806. Para os
demais loci estudados os valores de coeficiente de endogamia encontrados variaram
de 0,5722 a 0,6738, representando de 57% a 67% niveis de endogamia.
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. APENDICE

SAMPLE |ID# |OarFCB020 |OarFCBO11 |SRCRSPO8 |OarCP049 |SRCRSPO5 |MAF65 | OarFCB304
AE 4 |11 1/2 ? 4/4 2 4/4 1/1
AE 20 |3/3 1/2 ?/? 1/3 2/2 4/5 2/2
AE 43 |32 ?? ? 3/4 2/2 3/3 ?/?
AE 49 [3/3 2/3 ?/? 3/5 2/2 ? 2/2
AE 53 |1/1 4/5 2/2 6/6 2/2 3/4 2/2
AE 59 |3/3 4/5 ?/? ? 2/2 3/5 1/1
AE 69 |1/1 ?/? 2/2 2 2/2 4/4 2/2
AE 71 |3/3 ?? ? 2/2 2/2 6/6 2/2
AE 74 |3/3 ?/? 2/2 2/2 1/1 4/5 1/1
AE 80 [3/3 ?/? 2 3/3 2/2 22 ?/?
AE 89 [2/2 5/8 ?? 4/4 2/2 4/5 2/2
AE 248 [1/1 ?/? 2 2/2 2/2 4/5 2/2
AE 258 [3/3 5/6 ?/? 2/2 1/1 3/5 2/2
AE 271 [3/3 2 2/2 ?/? 3/3 1/2 2/4
AE 311 [2/3 R 3/3 2/2 2/2 4/4 1/1
AE 315 [2/3 1/2 ?/? 1/1 2/2 4/5 2/2
AE 317 [1/1 1/3 ? 2/2 3/3 3/5 2/2
AE 319 [3/3 22 ?/? 2/5 2/3 3/3 2/2
AE 368 [2/2 ?/? 2 2/2 2/3 3/3 2/3
AE 376 [2/2 3/4 ?/? 2/4 2/2 3/3 2/2
GUA 1 |11 22 2 3/3 2/2 3/5 2/2
GUA 2 |11 8/8 3/3 3/3 2/2 3/5 2/2
GUA 3 [3/3 6/7 ?/? 2/2 1/1 3/4 3/3
GUA 4 |1/3 6/6 1/1 2/2 3/3 4/4 2/3
GUA 5 [1/3 7/8 ?/? 3/3 2/2 4/6 2/3




SAMPLE |ID# |OarFCB020 |OarFCBO11|SRCRSPO8 |0arCP049 |SRCRSPO5 |MAF65 | OarFCB304
GUA 6 [3/3 7/7 3/3 3/3 2/2 6/7 3/3
GUA 7 11/3 7/7 ?/? 2/3 3/3 5/7 4/4
GUA 8 [2/3 ?/? ?/? 2/3 2/3 ? 2/4
GUA 9 [3/3 7/7 3/3 2/3 2/3 5/5 ?/?
GUA 10 |2/3 ?/? ?/? 3/3 2/2 3/3 2/3
GUA 11 [1/3 6/6 22 3/3 2 4/4 2/3
GUA 12 [1/3 7/8 3/3 2/2 2/3 4/4 3/3
GUA 13 |2/3 6/9 22 2/2 2 4/4 3/3
GUA 14 [2/3 7/7 3/3 3/3 2/2 3/3 2/3
GUA 15 |2/3 7/7 2/2 3/3 ?/? 4/5 3/4
GUA 16 |2/3 22 22 3/3 3/3 5/5 2/3
GUA 17 [2/3 ?? 3/3 3/3 2 4/4 3/3
GUA 18 [2/3 22 3/3 2/2 2 3/3 3/3
GUA 19 [1/1 22 3/3 2/2 2 4/4 3/3
GUA 20 |3/3 2 3/3 3/3 2/2 3/3 3/3
coL 1 |11 1/2 2 2/3 3/3 4/4 3/3
coL 2 |2/3 7/7 3/3 3/7 2/3 4/4 3/3
coL 3 1/1 ?/? ?/? ?/? 1/1 4/4 4/4
coL 4 |11 22 3/3 ?/? 2 ?/? 4/4
coL 5 [3/3 2 3/3 ? 2/2 3/4 4/4
coL 6 |1/1 22 3/3 2 2/2 3/3 4/4
coL 7 11/3 5/5 ?/? 2/2 2/2 4/4 4/4
coL 8 |1/3 6/6 2 2/2 2/2 4/5 2/3
coL 9 [2/3 22 ?/? ?/? 2/2 3/5 3/4
coL 10 |1/1 8/8 2 2/2 2/2 3/5 3/4
coL 11 |2/3 8/8 ?/? 1/1 2/2 22 3/5
coL 12 |11 22 ?/? 3/3 1/1 3/3 4/4
coL 13 [2/3 2 3/3 2 2/2 2 3/5

46



SAMPLE |ID# |OarFCB020 |OarFCBO11|SRCRSPO8 |0arCP049 |SRCRSPO5 |MAF65 | OarFCB304
coL 14 [1/1 2 3/3 ?/? 2 22 3/4
coL 15 |3/3 2/2 ? 2/2 2 ? 3/4
coL 16 [1/3 ?/? 3/3 2/2 ?/? ? 2/3
coL 17 [3/3 ?/? 3/3 2/2 2/2 ?/? 4/4
coL 18 [2/3 2 3/3 2/2 1/1 ? 3/4
coL 19 [2/2 3/4 22 22 2 22 4/4
coL 20 [1/1 ?? ? ? 1/1 ?/? 3/3
AZ 2 |33 3/4 3/3 22 2 22 2/3
AZ 10 |3/3 22 3/3 22 2 22 3/4
AZ 11 |?/? 6/6 ?/? ?/? ?/? 3/3 2/3
AZ 12 |3/3 22 2/2 2/2 2/2 3/3 2/3
AZ 13 |3/3 6/7 2/2 2/4 2/2 4/4 3/3
AZ 15 |2/2 ?/? 3/3 3/3 1/1 4/4 4/4
AZ 16 |?/? 6/6 3/3 4/4 2/2 4/4 3/3
AZ 107 |3/3 2 4/4 ?/? 2/2 8/8 3/4
AZ 202 [3/3 6/7 3/3 1/1 2 4/4 3/6
AZ 222 [2/2 22 3/3 ?/? 1/1 4/4 3/4
AZ 421 [3/3 ?/? 3/3 ? 1/1 5/5 2/3
AZ 444 |3/3 4/5 4/4 ?/? 1/1 4/4 4/4
AZ 508 [3/3 ?/? 3/3 ? 2 5/5 3/4
AZ 524 |3/3 5/6 3/3 ?/? 1/1 ?/? 3/4
AZ 554 [3/3 22 2/2 ?/? 1/1 22 3/4
AZ 628 |3/3 ?/? 2/2 ?/? 2/2 ?/? 3/4
AZ 676 |3/3 7/7 3/3 ?/? 2/2 5/5 3/3
AZ 727 [3/2 ?/? 3/3 2 1/1 2 3/3
AZ 753 [3/3 5/5 3/3 ?/? 2/2 4/4 3/5
AZ 806 |3/3 22 3/3 ?/? 2/2 4/4 4/4
RIVE 1 |3/3 7/7 1/3 4/4 1/1 4/4 4/4
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SAMPLE |ID# |OarFCB020 |OarFCBO11|SRCRSPO8 |0arCP049 |SRCRSPO5 |MAF65 | OarFCB304
RIVE 2 |33 3/8 ?/? ?/? 1/1 4/6 3/3
RIVE 3 |33 2 2/3 ? 1/1 4/5 4/4
RIVE 4 [2/3 1/1 3/3 2/2 2/2 4/4 4/4
RIVE 5 |3/3 2 ?/? 3/3 2/2 4/5 2/3
RIVE 6 |3/3 2 ? ? 1/1 4/6 3/4
RIVE 7 |3/3 22 22 22 2/2 6/7 3/4
RIVE 8 |2 6/6 ?/? ?/? 2/2 4/6 3/5
RIVE 9 |3/3 7/8 22 22 2/2 4/5 4/4
RIVE 10 |3/3 7/7 2/2 2/2 1/1 4/4 3/5
RIVE 11 |3/3 ? 3/3 3/3 2/2 2/2 3/4
RIVE 12 |3/3 22 4/4 22 1/1 3/5 3/4
RIVE 14 [3/3 2 3/3 3/3 2/2 4/4 2/3
RIVE 19 |3/3 6/9 22 22 1/1 4/4 4/4
RIVE 35 [?/? 9/10 ?/? 1/1 2/2 4/6 3/4
RIVE 49 [1/1 9/10 ?/? 2/4 1/1 4/4 3/3
RIVE 171 [?/? 6/6 2 4/4 2/2 3/3 3/3
RIVE 177 |22 2 3/3 ?/? 1/1 4/4 3/5
RIVE 182 [?/)? ?/? 3/3 ? 2/2 4/5 4/4
RIVE 185 |1/1 22 3/3 ?/? 1/1 3/3 3/3
AL 1 |11 6/6 3/3 ? 2/2 4/4 2/2
AL 100 [?/? ?/? 3/3 4/4 1/1 4/4 2/3
AL 2 | 22 ?/? 2/4 2/2 4/6 1/1
AL 3 ?/? ?/? ?/? 2/2 2/2 4/5 4/4
AL 5 |1/4 22 ?/? ?/? 2/2 4/4 3/4
AL 6 ?/? ?/? 2/2 ?/? 2/2 4/4 2/4
AL 7 |11 2 4/4 2/2 1/1 ?/? 2/2
AL 8 |11 22 ?/? ?/? 2/2 4/4 3/3
AL 9 |1/1 2 3/3 2 1/1 4/4 4/4
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SAMPLE |ID# |OarFCB020 |OarFCBO11|SRCRSPO8 |0arCP049 |SRCRSPO5 |MAF65 | OarFCB304
AL 10 |1/4 4/4 ?/? 2/5 2/2 4/4 ?/?
AL 11 |11 4/4 2/2 ? 2/2 4/6 3/3
AL 12 |11 2/4 3/3 ? 1/1 4/4 ?
AL 13 |11 5/6 ?/? 1/1 1/1 6/6 3/5
AL 54 |1/1 3/5 3/3 ?/? 2/2 3/3 ?
AL 63 |[?/? ?/? 22 22 2/2 4/6 ?/?
AL 73 |1/1 ?? 3/3 ? ?? 7/7 2/3
AL 87 [1/1 4/4 22 22 1/1 3/3 ?/?
AL 9 [1/1 5/6 2/2 3/4 2/2 4/4 2/3
AL 92 (22 3/4 1/1 ? 1/1 4/4 3/3
AL 1000 |?/? 3/5 3/3 3/4 2/2 4/4 ?/?

49



