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RESUMO

Como forma de iniciar um programa de conservagéo e melhoramento das ragas
de ovinos no Brasil, € necessario um conhecimento dos padrdes de diversidade
genética existentes entre e dentro das ragas. Assim, o presente trabalho teve como
finalidade avaliar a variabilidade genética de rebanhos da raga Santa Inés do norte
do Estado do Rio de Janeiro a partir do uso de marcadores microssatélites. Foram
analisados 120 animais de seis fazendas, sendo estudados 10 /oci microssatélites
para cada um dos animais totalizando 1200 amostras. A diversidade alélica por
locus variou de 3 a 9. Nove loci analisados mostraram-se polimorficos, a excegao do
locus SRCRSPO08 que ndo mostrou nenhum alelo. A Heterozigose média observada
foi baixa (média de 0,20), mas a heterozigosidade esperada variou de 0,44 a 0,85,
com média de 0,59. O PIC variou de 0,40 a 0,84 com média de 0,55 e a média do
coeficiente de endogamia foi 0,50 com o maximo de 0,88. Conclui-se que a
diversidade genética dessa populacdo € baixa e sugere-se que os futuros
acasalamentos sejam entre animais menos aparentados para prevenir a ocorréncia

de efeitos genéticos indesejaveis causados pela depresséo endogamica.

Palavras chave: heterosigosidade, homosigose, marcadores moleculares, Santa

Inés.



ABSTRACT

How a form to start a conservation and improvement program of the sheep breeds
in Brazil, is necessary a minimum knowledge of the patterns of genetic diversity who
existing within and between the breeds. This work was the objective to evaluate the
genetic variability of the Santa Inés herds in the Rio de Janeiro state with
microsatellites markers. Were analyzed 120 animals of 6 different farms, 10
microsatellites loci were studied to each animal totaling 1200 samples. The effective
number of alleles per locus ranged 3 to 9. Nine microsatellite loci analyzed in this
study showed polymorphism, with the exception of locus SRCRSP08 which showed
no amplification in PCR and no allele were observed. The average observed
heterosygosity was low (average of 0.20), but espered heterosygosity ranged from
0.44 to 0.85, with average of 0.59. The PIC varied from 0.40 to 0.84 with average of
0.55 and the average inbreeding coefficient was 0.50 with the maximum of 0.88. It’'s
conclude that the genetic diversity of this animal population is low and the future
mating’s should be make between the animals with low or no parentage in order to
prevent the occurrence of undesirable genetic effects caused by inbreeding
depression.

Keywords: heterosigosity, homosigosity, molecular markers, Santa Inés
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui varias racas de animais domésticos que se desenvolveram a
partir de outras ragas trazidas pelos portugueses e outros povos para o continente
sulamericano, sendo introduzidas no Brasil pelo Paraguai e pela Argentina
(MCMANUS, 2010). Estes animais se adaptaram aos mais variados ambientes
brasileiros e hoje sdo conhecidos como ragas naturalizadas, locais ou localmente
adaptadas (PAIVA, 2008). Hoje, grande parte destes rebanhos encontra-se
ameacado de extingdo, principalmente em razdo de cruzamentos absorventes
indiscriminados com animais de racas exoéticas/modernas que passaram a ser
importadas a partir do final do século XIX e inicio do século XX (MORAIS, 2001).

Levantamentos realizados sob a coordenagédo da FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) tém mostrado que existe uma grande quantidade
de ragas ameacgadas de extingdo em todo o mundo (FAO, 2001). O sistema de
informagdes sobre a Diversidade de Animais Domeésticos (DAD-IS) da FAO
comprovou que ha uma taxa de extingdo, a nivel mundial, de 48 ragas ao ano,
préximo a perda de uma raga a cada semana. Estimativas da FAO (2001) indicaram
que cerca de 30% das 3.882 racas de animais domésticos existentes estdo em vias

de extingao.
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As racgas ovinas naturalizadas brasileiras, como por exemplo, a Santa Inés, se
destacam pela rusticidade e capacidade de adaptagéo a regides de clima tropical e
subtropical. Caracteristicas como capacidade de resistir aos periodos de restricao
alimentar impostos pelo periodo de seca, assim como a capacidade de apresentar
resisténcia a diversos tipos de agentes patogénicos, conferem a estas ragas os
atributos necessarios para classifica-las como detentoras de recursos genéticos
importantes para uso futuro (LEGUIZA, 2007).

Como consequéncia da demanda comercial, em muitos paises, inclusive no
Brasil, as ragas locais de ovinos sdo parcialmente substituidas por ragas comerciais
exdticas (CALVO et al., 2005; LOBO e LOBO, 2007; BENITEZ et al., 2008; GIZAW
et al., 2008). As propostas de substituicdo ou modificagdo de gendtipos existentes
deveriam estar precedidas de uma exaustiva analise das suas consequéncias
biolégicas e socioecondmicas no sistema de produ¢cdo (MUELLER, 1996).

A manutencdo das racas naturalizadas de ovinos brasileiros depende
diretamente de sua inser¢cdo nos sistemas de produgao existentes. Para que isto
aconteca, € necessario identificar caracteristicas importantes destas ragas 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 racgas locais e obter um maior retorno financeiro (LEGUIZA, 2007).
Adicionalmente, a sobrevivéncia destas racas ira permitir que no futuro, estas
possam vir a constituir fonte de material genético capaz de melhorar a resisténcia de
outras ragas a condigdes desfavoraveis do ambiente de criagdo (NOTTER, 1999).

Atualmente os recursos genéticos nativos de ovinos representam uma grande
fonte de renda e um grande valor cultural para muitos paises, principalmente para os
membros da Comunidade Européia. Em tais paises foi iniciado um grande projeto de
caracterizagao sécio-econdmica e genética das principais ragas de caprinos e ovinos
de modo que os resultados obtidos oferecam uma visdo holistica dos recursos
existentes, bem como seu uso potencial e sua viabilidade econémica nos mais
diversos sistemas de produgdo (MARSAN, 2005). Atualmente, a América do Sul é
uma das regides com grande potencial para crescimento da ovinocultura de maneira
competitiva frente ao mercado mundial. Contudo, existe uma série de problemas que
vao desde aspectos culturais até os financeiros, que impedem este avango. Como
forma de iniciar um programa de conservagao e melhoramento das ragas de ovinos

no Brasil, € necessario um conhecimento minimo dos principais padrées de



12

diversidade genética existentes entre e dentro das ragas. A ovinocultura no Brasil é
um grande potencial a ser explorado e que pode ser muito melhor aproveitado se
forem realizados trabalhos de caracterizagao e conscientizagdo da populacéo acerca
das racas naturalizadas (PAIVA, 2005).
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2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente rebanhos da raga Santa Inés do norte do estado

do Rio de Janeiro a partir do uso de marcadores microssatélites.

2.1 Objetivos especificos

Caracterizar geneticamente rebanhos de ovinos da Raga Santa Inés de
fazendas do norte do estado do Rio de Janeiro a partir do estudo de 10 /ocus

Microssatélites.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A ovinocultura no Brasil

A criacéo de ovinos ao redor do mundo tem tido grande importancia ao longo
da historia. Com ampla distribuicdo pelo globo terrestre, os ovinos povoam desde
regides quentes e desérticas até regides frias e umidas, planicies e montanhas, e
tém contribuido para o desenvolvimento de varios povos. No Brasil, no entanto,
questbes sdcio-culturais deram a ovinocultura uma condicdo de atividade de
categoria inferior. Sob esta visdo preconceituosa, os ovinos foram por muito tempo
criados somente para o consumo nas fazendas, tanto da carne como da 13, peles e
pelegos. Mesmo nos tempos aureos da producgao de 1a, quando o Rio Grande do Sul
destacou-se pela criagdo de grandes cooperativas chamadas “cooperativas
laneiras”, a criagdo de ovinos era praticada sem grande elaboragdo tecnoldgica
(MORAIS, 2001).

Este descaso fez com que os produtos brasileiros derivados de ovinos (13,
carne, pele) perdessem competitividade frente aos produtores de outros paises, que
por sua vez, avangaram grandemente no campo do melhoramento genético de
caracteristicas de produgdo, bem como na conservacao de seus estoques de racas
naturais (MORAIS, 2001).
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Para que ocorra uma mudancga deste cenario, € necessaria uma profunda
modificagdo logistica de todas as classes envolvidas na produgdo de ovinos, ou
seja, desde o pesquisador até o produtor. Tal atitude é valida, visto que os ovinos
representam uma fonte de recursos importantes do ponto de vista social, ecoldgico,
econdmico, cultural e historico (PAIVA, 2005).

De acordo com McManus et al. (2010), os ovinos estiveram presentes no
Brasil ha cerca de 500 anos, porém, sempre sendo utilizados como grupo
secundario no interesse dos criadores e grupos de pesquisa.

Atualmente o Brasil apresenta varias ragas de ovinos que podem ser divididas
em ragas naturalizadas ou comerciais/exdticas (recentemente introduzidas no pais).
As ragas naturalizadas de ovinos brasileiras sdo, em geral, animais de pequeno
porte, e, até o momento, foram submetidos a baixas taxas de selegao artificial e
melhoramento genético, sendo pouco especializadas na produgédo intensiva de leite
e/ou carne. Possuem, em geral, alta resisténcia as doengas e parasitas (PAIVA,
2005). O aproveitamento de racas locais adaptadas a condigdes especificas pode
ser uma boa alternativa devido a sua rusticidade (MEXIA, 2012).

A raga nordestina Santa Inés, segundo o IBGE (2010), esta presente
predominantemente no Nordeste (56,72% da populagéo), seguida da regido Sul do
Brasil, com 28,11%. Trata-se de uma raga desprovida de la (deslanada), sendo,
provavelmente, produto de cruzamentos entre ragas africanas e européias trazidas
no periodo da colonizagao. O potencial para a producio de carne da raca Santa Inés
€ bom, porém, necessita de intenso trabalho de selegdo. A pele € de excelente
qualidade, merecendo também atencao dos melhoristas. As fémeas nao apresentam
estacionalidade reprodutiva, ao contrario da maioria das ragas européias (MORAIS,
2001).

Limitacbes que se reconhecem na raga Santa Inés tém incidido na
necessidade de melhorar suas caracteristicas de carcaga (SOUSA et al., 2006), sua
conversao alimentar, habilidade materna, prolificidade e caracteristicas de eficiéncia
reprodutiva em geral (MORAIS e ALBUQUERQUE, 2006; LOBO e SOUSA, 2006).
Ameacados de extincdo até cerca de vinte anos, o rebanho Santa Inés € o que mais
cresce no Brasil atualmente. A grande ameacga a esta raga € a politica de registro
genealodgico, que fechou o livro de machos no ano 2000 com poucos animais
registrados, com isso, a consanguinidade vem aumentando rapidamente nos

rebanhos chamados ‘“elite” (MORAIS, 2001). Além disso, as populagdes de
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genotipos nativos da raga Santa Inés, a maioria delas em mé&os de pequenos
criadores de escassos recursos financeiros e infra-estrutura e sem a imprescindivel
assisténcia técnica, tém perdido espaco, gradativamente, para acasalamentos muito
diversos, produto da falta de manejo e, portanto, sem o minimo planejamento
técnico (BENITEZ et al., 2008).

O inicio dos anos 90 foi marcado por uma grande crise mundial no mercado
da 18 e a ja combalida produgédo laneira nacional entrou em processo de
desaparecimento. Diante de tal crise, a ovinocultura de corte brasileira iniciou sua
ascensao. Atualmente, o polo da ovinocultura nacional € a regido Nordeste. A raca
gue mais vem se destacando nesse crescimento € a Santa Inés.

Ha mais de uma década que a raca Santa Inés atravessa um momento
comercial excepcional. Esta raga ocupa um lugar preponderante na pecuaria
nacional, com expanséo rapida em grande parte do territério nacional, criando desta
forma uma demanda crescente.

Alguns dos mais renomados criatorios de reprodutores tém suas producgdes
vendidas a futuro, tendo as mesmas ja compromissadas até a metade do ano
seguinte, s6 com base na genealogia dos animais, sem a minima preocupagao 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.

Enquanto as vantagens dos produtos provenientes dos ovinos sdo bem
consideraveis atualmente, os mesmo, exportados pelo Brasil, sdo geralmente
negligenciados. Esse fato torna-se mais relevante quando os niveis de importagao
de couro/pele e |3 (de paises como a Australia, paises da Africa e do Oriente Médio)
e carne (do Uruguai) pelo Brasil sdo elevados (MAPA, 2009).

O Brasil tem sem duvida o potencial para ser um grande produtor de carne
ovina de excelente qualidade, competitiva a nivel internacional, e com capacidade
de concorrer no mercado nacional com as carnes das outras espécies. Por sua vez,
o melhoramento genético tem o potencial para contribuir de forma substancial ao
desenvolvimento da ovinocultura de corte. Contudo, para que os beneficios do
melhoramento genético sejam substanciais, € necessario que algumas condigdes
minimas sejam atendidas. Dentre tais condigbes, uma das mais importantes, sem

duvida, € o conhecimento dos gendtipos, e quais tém maior distribuicdo no pais. O
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conhecimento que se tem em relagéo a estes gendtipos é produto de pesquisas com
grupos de animais de tamanho limitado, e ndo do acumulo de informagdes de
populagdes realmente representativas de tais genotipos (BENITEZ et al., 2008).

A auséncia de um controle zootécnico adequado na maior parte dos rebanhos
€ outro fator que impossibilita a execugdo de programas de melhoramento genético.
A caréncia de bancos de dados produtivos confiaveis e seguros também dificulta a
realizacao de pesquisas para o setor. Desta forma, € fundamental que a ovinocultura
brasileira passe a adotar uma escrituragado zootécnica rigorosa e bem estabelecida.
A escrituracdo zootécnica compreende as anotagdes de controle do rebanho, com
fichas individuais para cada animal, contendo sua genealogia, ocorréncias e
desempenho. Estas anotagdes devem englobar o maximo de informagdes possiveis,
pois quanto mais detalhadas forem estas anota¢des, maiores serdo os beneficios
que delas poderdo ser extraidos (LOBO e LOBO, 2007).

3.2 Marcadores Moleculares

Os Marcadores Moleculares tém sido os fatores mais importantes no estudo
de segregacdo de caracteres hereditarios, na analise de comportamento de genes
numa populagdo e na reconstrucido da historia evolutiva das populagdes, entre
outras aplicagbes (REGITANO e VENERONI, 2009).

Desde a redescoberta dos principios de Mendel, no inicio do século XX, o
foco da atengdo dos geneticistas passou a ser o gene como unidade fundamental da
variagdo biolégica. Com o desenvolvimento da genética de populagdes, surgiu o
conceito de utilizagdo de genes individuais como marcadores, com a finalidade de
fazer inferéncias sobre as caracteristicas de uma populagao, tais como conteudo de
variabilidade, os padrées de migragao, a selegao e a deriva genética (REGITANO e
VENERONI, 2009). Marcador molecular pode ser considerado qualquer fenotipo
molecular oriundo de um segmento especifico de DNA, correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma. Quando os marcadores moleculares apresentam um
comportamento Mendeliano simples, eles podem ser empregados como marcadores
genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Também denominados
marcadores de proteinas, ou marcadores bioquimicos, os marcadores moleculares

tem sido utilizados em inumeras pesquisas (LEGUIZA, 2007).
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De acordo com Borém e Caixeta (2006), marcadores moleculares sao
ferramentas uteis para detectar variagbes no genoma, aumentando o poder da
analise genética. Algumas sequéncias especificas de DNA, tipos sanguineos e
isoenzimas sdo marcadores moleculares (PEREIRA, 2012).

Com o desenvolvimento das técnicas de analise de material genético, a
possibilidade de analisar variagcbes individuais nas sequéncias de DNA,
independentemente de corresponderem a um peptideo ou ndo, permitiu o
desenvolvimento de diversos tipos de marcadores moleculares. Nesse caso, cada
segmento de DNA constitui um Iécus e os padrdes correspondentes as variagdes de
sequéncia nesse segmento sao fendtipos moleculares. A utilizagdo de muitos
desses marcadores baseia-se na técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
que permitiu a automacao e a simplificacdo das etapas de obtencdo dos padroes
moleculares. Nessa técnica, segmentos de DNA especificos sao replicados in vitro e
isso resulta na produgdo de milhares de copias da sequéncia desejada, em
quantidade suficiente para permitir a pronta visualizagdo do DNA, sem a
necessidade de métodos indiretos (REGITANO e VENERONI, 2009).

Os tipos de marcadores moleculares revelam variacbes de sequéncia
oriundas de diferentes mecanismos de mutacao e a escolha do tipo de marcador a
ser utilizado depende essencialmente da aplicagdo. Deve-se levar em conta a
dificuldade técnica, custo para obtengdo do numero necessario de genaotipos,
informatividade, distribuicdo pelo genoma e o tipo de interagao alélica (REGITANO e
VENERONI, 2009).

3.3 Utilizagao de marcadores microssatélites para estudos de diversidade
genética

Marcadores microssatélites, também denominados STR (Short Tandem
Repeat - Repeticbes Curtas em Tandem), SSRP (Simple Sequence Repeat
Polymorphism - Polimorfismo de Sequéncias Repetidas Simples) ou STMS
(Sequence Tagged Microsatellite Sites - Sitios de Microssatélites Marcados por
Sequéncia) sao sequéncias curtas (em torno de 300 pares de base) compostas de
repeticoes em tandem de um a seis pares de nucleotideos. A analise dos
microssatélites é feita por amplificagdo do DNA genbmico usando primers que

flanqueiam os arranjos nucleotideos repetidos, sendo os produtos geralmente
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separados em géis de poliacrilamida, pois apresentam resolugdo suficiente para
separar os fragmentos de DNA que, em geral, diferem por poucos nucleotideos (até
mesmo 1 ou 2). Para os mamiferos, as repeticdes mais comuns sao as TG/AC. O
polimorfismo €& baseado no numero de repeticbes das regides amplificadas
(GUIMARAES, 2001).

Essa técnica com marcadores microssatélites vem substituindo outras
técnicas que se utilizam de outros tipos de marcadores, principalmente devido a sua
reprodutividade, simplicidade técnica, pequena quantidade de DNA requerida, ao
baixo custo, ao grande poder de resolugdo e aos altos niveis de polimorfismo
detectaveis (BOREM e CAIXETA, 2006).

Além disso, ha ainda mais vantagens relacionadas a essa técnica como a
possibilidade de ampla cobertura do genoma e sua natureza co-dominante
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Portanto, & possivel distinguir individuos
homozigotos e heterozigotos, o que faz com que qualquer populagdo animal possa
ser utilizada como populagao de referéncia para estudos de ligagdo e mapeamento
genético. Pela alta densidade que vém apresentando alguns mapas genéticos de
espécies domésticas, tem-se disponivel um numero muito grande de microssatélites
para se estudar diversas regides cromossdémicas, 0 que permite aos pequenos
laboratdrios possam gerar informagdes gendmicas (GUIMARAES, 2001). Segundo o
mesmo autor, outra vantagem desta técnica estda na possibilidade de maior
automacdo das analises por incorporagdo de sequenciadores automaticos
equipados com programas para a analise de fragmentos. Estes equipamentos
permitem inclusive que se fagam analises multiplex, com amplificagdo e analise
conjunta de varios sistemas de microssatélites com alto grau de confiabilidade nos
resultados obtidos.

Os microssatélites tém sido muito utilizados para estudos de caracterizagao e
diversidade genética, certificagdo racial, provas de paternidade, construgcdo de
mapas genéticos, estudo de genética de populagdes para identificacdo de ragas,
bem como para testes de associagédo para identificar regides ligadas a um fendtipo
de interesse (COLLINS et al., 1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; CANON
et al., 2000).

O estudo de polimorfismos presentes no genoma de um individuo como
medidor da diversidade biologica, foi um dos temas que, com maior interesse,

desenvolveu-se nos ultimos anos dentro do campo da genética animal. O interesse
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na analise destes polimorfismos esta amplamente justificado, ja que o conhecimento
da variabilidade genética das popula¢des € indispensavel no estabelecimento de
planos de melhoramento na producdo animal. O desenvolvimento recente das
técnicas de biologia molecular incrementou as possibilidades de detecgdo de
variabilidade genética no DNA de um individuo.

Entre as diferentes fontes de polimorfismos disponiveis no genoma, os /loci de
microssatélites podem ser considerados os principais marcadores utilizados nos
ultimos dez anos (OLIVEIRA et al., 2006).

Tais marcadores tém sido amplamente utilizados para estudos de
caracterizagao da diversidade genética em espécies de animais de produgédo, dentre
estas, bovinos (TAMBASCO et al., 2000; CARNEIRO et al., 2007), equinos
(SERENO et al., 2008), caprinos (MENEZES et al., 2006), e ovinos (ARRANZ et al.,
2001; SODHI et al., 2006; GIZAW et al., 2008).

Muitos estudos de caracterizagdo genética em animais domeésticos tém
relatado de forma preocupante uma diminuigdo da variabilidade genética em grande
parte das populagdes estudadas. Carneiro et al. (2007) observaram baixos indices
de variabilidade genética em um rebanho brasileiro da ragca bovina Nelore. De todos
os Jloci de microssatélites analisados, 73% apresentaram deficiéncia de
heterozigotos, sendo este indice superior ao encontrado em espécies sob o risco de
extingdo. Os autores atribuiram estes resultados a um excesso de endocruzamentos
e cruzamentos preferenciais, como consequéncia do manejo reprodutivo utilizado.
Machado et al. (2003) também relataram baixos indices de heterozigosidade em
rebanhos brasileiros de quatro ragas bovinas (Holandesa, Gir, Nelore e Guzera). De
acordo com o trabalho, os resultados obtidos sugerem que, dentro de cada raga, os
animais avaliados apresentam uma elevada endogamia.

Sodhi et al. (2006) observaram um significativo déficit de heterozigotos em
duas ragas de ovinos indianos (Nali e Chokla), a partir do uso de 25 loci de
microssatélites. Uma observacdo semelhante foi feita também por Aurora et al
(2011) ao analisar 17 racas indianas de ovinos utilizando 25 loci de microssatélites.
Segundo os autores, estes resultados também se devem ao aumento da endogamia
nos rebanhos analisados. De forma semelhante, Handley et al (2007) encontraram
baixos indices de variabilidade genética, a partir de um estudo com 29 ragas de
ovinos europeus. Entre as causas apontadas pelos autores esta o pequeno numero

de machos utilizados nos acasalamentos, o que tem relacédo direta com 0 aumento



21

da consanguinidade. Em um trabalho com rebanhos de ragas naturalizadas e
exodticas de ovinos brasileiros, Paiva (2005) relatou valores significativos de
consanguinidade e desequilibrio das propor¢des de Hardy-Weinberg em rebanhos
da raga Santa Inés. Em contrapartida, Peter et al. (2007) observaram altos indices
de variabilidade genética em um extenso estudo com 1.748 animais de 57 racas de
ovinos originarias da Europa e do Oriente Médio.

A partir dos resultados obtidos com a aplicagao de loci de microssatélites para
caracterizagdo da diversidade genética, Paiva et al. (2008) demonstraram a
possibilidade de se formar estratégias de acasalamento, com o objetivo de otimizar
os niveis de endogamia dentro de um rebanho de conservagcdo da raga ovina
Crioula. Tais estratégias podem ser utilizadas com sucesso de modo a desenvolver
um manejo genético das populagdes, tanto em rebanhos de conservagédo como em
rebanhos comerciais, especialmente naqueles que nao possuem um completo
controle genealdgico dos animais.

A identificacdo de animais com maior variabilidade genética € de grande
importdncia no que se refere a identificacdo de gendtipos superiores para a
conservagao (LOBO, 2013). Verifica-se, portanto, a necessidade de se medir a
variabilidade genética dos animais, visto que a conservagédo dos recursos genéticos
esta efetivamente relacionada a manutencdo das variabilidades inter-racial (evita a

extingdo das ragas) e intra-racial (evita a erosao genética).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem e extragao do DNA

O presente trabalho foi realizado com ovinos (Ovis aries) da raga Santa Inés
de rebanhos do Norte do Estado do Rio de Janeiro. Foram utilizados 20 animais por
fazenda, totalizando 6 fazendas estudadas, sendo essas localizadas em Conselheiro
Josino (CJ), Lagoa de Cima (LC), S&o Fidéilis (SF), Sdo Joao da Barra (SJB), Farol
de Sdo Tomé (SC) e Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). Para a obtengdo de DNA de cada animal, foram coletadas amostras de
pelos da porgao final da cauda, de forma que os bulbos pilosos pudessem se manter
na maior parcela de pelos retirados, ja que sédo estas as fontes de células usadas
para a obtengcdo do DNA (SOUZA et al. 2010).

Os pelos retirados 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 utilizagdo (SOUZA et al. 2010).

Para cada extracido de DNA foram utilizados 10 bulbos de pelos coletados de
cada animal. Cada um dos pelos foi previamente observado ao microscopio éptico
com aumento de 40X para a verificagado da integridade e presenca do bulbo, para
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posteriormente ser cortado (separando-o do restante do pelo) e colocado em micro
tubos de 1,5 mililitros onde ocorrerou a reagao de extracdo de DNA.

Para a reacdo de extragdo de DNA foram utilizadas duas solugdes. A
primeira, chamada de solucdo de lise, € uma solugdo de 200mM de NaOH. A
segunda, chamada de solugdo neutralizante, consiste em de 200mM de HCL e
100mM de Tris HCL. Foram adicionados 50 microlitros da solug¢ao de lise em cada
tubo eppendorf contendo 10 bulbos previamente visualizados e cortados. Depois, 0s
bulbos foram agitados com a pipeta com o intuito de ocasionar o desprendimento
das células que estavam presas ao pelo. Na etapa seguinte, os tubos foram
submetidos ao aquecimento a 96° C por 15 minutos, para que as membranas
celulares pudessem ser desnaturadas. Uma centrifugacdo a 13000 RPM por 1
minuto foi a etapa seguinte. Essa etapa visa separar o DNA das organelas e
proteinas presentes no interior das células que, apdés a lise celular, estardo
dispersas na solugao. Ao final desse processo, foram adicionados 50 microlitros da
solugéo neutralizante com o objetivo de parar a atividade de lise, proporcionada pela
primeira solugdo adicionada, e baixar o pH de toda a reagao, tendendo para o pH

neutro.

4.2 PCR e genotipagem dos loci de microssatélites

Para as PCR, foram selecionados 10 /oci de microssatélites, sendo estes
escolhidos com base na lista de recomendagdo da ISAG (International Society of
Animal Genetics) para estudos de diversidade genética e paternidade em ovinos.

As PCR foram realizadas separadamente para cada locus em volumes de 20
Ml por reagao, contendo tampéao para PCR [5X Green Go Taq Buffer], dNTPs (10mM
de cada), MgCl, (1,0-3,0 mM), Taqg DNA polimerase (1U), um par de primers (20
p/mol de cada primer), agua ultra pura e 5 microlitros de DNA pré-diluido 50x. Em
cada reagao foram utilizados controles negativos para monitorar possiveis
contaminagdes. O programa de PCR utilizado foi constituido por um passo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de amplificagdo, sendo
que em cada ciclo foi estabelecido um tempo de 30 segundos para a desnaturagéo
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. Apos o ultimo ciclo, as reacdes foram submetidas
a um passo final de 5 minutos a 72°C para a extensdo final das fitas. As
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temperaturas de anelamento dos primers foram otimizadas para cada locus de
microssatélite. A tabela 1 apresenta os dez loci propostos para o estudo nesse
trabalho, com suas respectivas caracteristicas:

Tabela 1 Informacdes sobre os locus estudados.

Locus Temp. Anel. Sequéncia do Primer 5" - 3~ Tamanho Cromossomo em
(°C) esperado de Ovis aries
fragmento (pb)

OarFCB020 56 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG 92-112 2
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC

OarAE129 61 AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG 133-159 5

GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCA
OarFCB011 58 GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC 121-143 2
GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC

SRCRSP08 58 TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC 212-242 Desconhecido
CCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTAG

OarCP049 58 CAGACACGGCTTAGCAACTAAACGC 85-107 17

GTGGGGATGAATATTCCTTCATAAGG
SRCRSP05 56 TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC 141-149 18
GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG

MAF65 54 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 123-135 15
CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG

Inra63 58 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 165-199 14

AAACCACAGAAATGCTTGGAAG
OarFCB304 59 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG 150-188 19
CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG
MAF214 60 AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG 182-230 16
GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG

O sucesso da amplificagdo por PCR foi confirmado em gel de poliacrilamida
(8%) com 20 centimetros de tamanho para uma corrida extensa com o objetivo de
separar fragmentos de DNA que possam diferir por uma pequena quantidade de
pares de base. Juntamente com as amostras, foram aplicados padrbes de peso
molecular (25pb e 100pb) para a comparagdao dos tamanhos dos fragmentos
obtidos. Os géis de poliacrilamida foram corados com nitrato de prata.

Para a coloragéo, inicialmente os géis foram mergulhados em uma solugao
fixadora (100ml de Etanol, 5ml de Acido Acético e 895ml de agua destilada) por 5
minutos. Depois, foram adicionados 50ml de solu¢cdo de Nitrato de Prata (0,2g de
Nitrato de Prata e 50ml de Agua destilada) por 10 minutos. As solucdes foram
descartadas adequadamente, o gel, lavado com agua destilada por 2 minutos que foi
ser descartada em seguida. Por fim, o gel foi mergulhado na solugdo Reveladora
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(30g NaOH, 5ml de Formol e aproximadamente 900ml de Agua) até que as bandas
do gel, correspondentes aos fragmentos de DNA amplificados se tornassem nitidos.
Todas as etapas foram executadas com leve agitagdo com o intuito de promover
uma coloragao uniforme. Apds a visualizagdo em acrilamida, as amostras foram
submetidas a eletroforese capilar no equipamento AdvanCE FS96 (Advanced
Analytical).

Como forma de ilustrar os procedimentos seguidos, na figura 1 pode-se
observar as bandas geradas pela amplificagdo de alelos do locus SRCRSP05
(circuladas em vermelho) separadas pelo processo de eletroforese capilar. Nas
figuras 2 e 3 estdo ilustrados os graficos para duas amostras especificas. Na figura
2, a amostra G12, mostrando dois alelos, um de 141 pares de base e outro de 148
pares de base, caracterizando-se como um heterozigoto. Na figura 3 a amostra H10,
mostrando apenas um pico de 152 pares de base, caracterizando-o como um
homozigoto.

F11  F12 G1 G2 G3 G4 G5 G7 G8 G3 G100 G111 G12 H1 H2 H3 H4 HE H7 HS H3 H10 H11  H12
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Figura 1 Bandas visualisadas apos corrida eletroforética capilar do locus
SRCRSP05
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Figura 2 Curvas obtidas apds corrida eletroforética capilar no equipamento
AdvanCE FS96 mostrando um heterozigoto.
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Figura 3 Curvas obtidas apds corrida eletroforética capilar no equipamento
AdvanCE FS96 mostrando um homozigoto.

4.3 Analise 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 a diversidade alélica,
heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) sob o equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW), conteudo de informacéo polimérfica (PIC) e o indice de
fixac&o (Fis) ou coeficiente de endogamia. O software PowerMarker v.3.25 foi usado

para estas analises interpopulacionais. O programa de analise estatistica Genes foi
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usado para a construgdo de uma matriz de distancias, que por sua vez foi
processada no software R. Através dessa analise, o estudo de agrupamento com
base na média das distancias entre todos os pares de gendtipo (UPGMA) foi feito,
resultando em dendrogramas que mostram o agrupamento dos individuos dentro de

uma mesma populagcado, de acordo com os alelos apresentados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dez diferentes I6cus microssatélites, todos dinucleotideos, foram analisados
neste trabalho. Apenas o locus SRCRSP08 nao obteve resultados positivos com
amplificagédo de alelos ao final de todas os estudos.

Para todos os animais das seis fazendas utilizadas nesse trabalho, cada um
dos dez loci foi estudado com o objetivo de se obter sua variabilidade alélica.

A tabela 2 mostra a quantidade de alelos encontrados em cada populagéo

para cada locus microssatélite.

Tabela 2 Numero de alelos encontrados de cada locus em cada populagdo de
ovinos Santa Inés do norte do estado do Rio de Janeiro.
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O locus mais polimorfico observado foi o OarFCB020, apresentando 9 alelos
em 4 das 6 fazendas estudadas. O segundo locus mais polimérfico foi o
OarFCBO011, apresentando 8 alelos para 2 das 6 fazendas observadas. O locus
menos polimorfico, no entanto, foi o OarAE129, apresentando apenas 3 alelos em
uma das fazendas estudadas.

Bolormaa et al. (2008) observou em suas analises com populagcdes de
caprinos da Australia um numero de 7 alelos diferentes para o locus OarFCB20. Em
um estudo executado em ovinos Barbados Blackbelly no Caribe, Roberts et al.
(2003) encontrou, por sua vez, dez alelos diferentes para o mesmo Jocus
(OarFCB20), concluindo ao final que as populagdes analisadas apresentaram alta
variabilidade genética. Roberts et al. (2003), analisou um total de 11 locis em ovinos
da raga Barbados Blackbelly, sendo desses, além do OarFCB20, também utilizados
em comum com este trabalho mais trés locus microssatélites: MAF65, SRCRSPO05 e
MAF214. QOito alelos foram encontrados no total para os loci MAF65 e SRCRSPO05 e
apenas trés alelos foram encontrados para o locus MAF214 no trabalho acima
citado.

Na tabela 3, sdo apresentados os numeros de alelos encontrados por Roberts
et al. (2003) em comparagao ao numero de alelos para os mesmos /oci encontrados
neste trabalho.

Tabela 3 Comparagao entre numeros de alelos encontrados de 4 loci por Roberts et
al (2003) e no estudo feito com os ovinos do norte do estado do Rio de Janeiro.

Locus Roberts et al. (2003) Estudo feito com os ovinos do norte

do estado do Rio de Janeiro

OarFCB020 10 9
MAF65 4
SRCRSP05 8 5
MAF214 7

A comparagao entre os resultados das analises evidenciada na tabela 3 mostra
um numero menor de alelos encontrados neste trabalho, exceto o microssatélite
MAF214. Tal comparagdo sugere que a variabilidade genética encontrada nos
rebanhos analisados neste trabalho encontra-se baixa, havendo provavelmente a

perda de alelos.
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Pandey et al. (2008) encontraram apenas dois alelos para o locus OarAE129
em rebanhos de ovinhos da raca Shahabadi na india. Estes mesmos autores
relatam que foi o locus com menor quantidade de alelos encontrado. Em paralelo,
foram encontrados apenas trés alelos para esse locus neste trabalho.

Kevorkian et al. (2010) encontraram para o locus OarFCB11 doze alelos na
maior das popula¢des analisadas em seu trabalho com ovelhas da Roménia. Além
desse, os loci OarFCB20, MAF214 e MAF65 também foram usados por esse autor
para esse trabalho. Na tabela 4, a comparacdo entre o numero de alelos
encontrados neste trabalho e no supracitado, mostrando maior variabilidade
genética no trabalho de Kevorkian et al. (2010), com a excegdo novamente do locus
MAF214, desta vez se equiparando com 7 alelos. A tabela 4 evidencia a menor
variabilidade genética encontrada nos rebanhos de ovinos Santa Inés utilizados
nesse estudo.

Tabela 4 Comparacgao entre numeros de alelos encontrados de 4 loci por Kevorkian
et al (2003) e no estudo feito com os ovinos do norte do estado do Rio de Janeiro.

Locus Kevorkian et al. (2010) Estudo feito com os ovinos do norte

do estado do Rio de Janeiro

OarFCBO011 12 8
OarFCB020 13 9
MAF214 7 7
MAF65 10 4

Visser et al. (2010) encontraram oito alelos para o locus SRCRSP08 em seu
trabalho com Cabras da Africa do Sul. Mais recentemente, Qwabe et al. (2013)
encontraram sete alelos para este locus em ovinos da raga Namaqua Afrikaner,
também na Africa do Sul. O encontrado nesse trabalho mostra bandas obtidas pela
eletroforese capilar de tamanho reduzido, ndo estando entre a margem de tamanho
de fragmento esperado para esse locus (212-242pb), ndo podendo desta forma
serem enquadradas como alelos de interesse e, por conseguinte, sendo
considerados apenas como amplificagdes inespecificas. Pode-se levantar hipéteses
relacionadas ao sitio de anelamento do primer nos ovinos Santa Inés analisados, ou
mesmo relacionar as bandas de baixo tamanho a regides que sofreram mutagdes

nessa raga, estando essas fora do tamanho comumente observado para este locus.



31

Qwabe et al. (2013) analisaram em seu trabalho outros /oci em comum com
este trabalho. Na tabela 5 estdo as comparagbes das quantidades de alelos
encontrados nos dois trabalhos supracitados.

Qwabe et al. (2013) encontrou em seu trabalho sete alelos do /locus
SRCRSPO08, ja o estudo com os ovinos do norte do estado do Rio de Janeiro, n&o
apresentou nenhum alelo amplificado. O numero de alelos dos demais loci
analisados por Qwabe et al. (2013) tem como média 5, enquanto os encontrados
neste trabalho, 5.75, sugerindo que o nivel de variabilidade genética dos rebanhos
analisados em ambos os trabalhos é baixo.

Tabela 5 Comparacéo entre numeros de alelos encontrados de 5 loci por Qwabe et
al. (2013) e no estudo feito com os ovinos do norte do estado do Rio de Janeiro..

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

do estado do Rio de Janeiro

SRCRSP08
OarCP49
SRCRSP05
INRAG3
OarFCBO011

0

a N N o N

5
5
5
8

Ibrahim et al. (2010) encontraram oito alelos diferentes para o /locus
OarFCB304 em seu trabalho onde usou ragas de ovinos do Paquistdo. Em
comparagdo a quantidade de alelos encontrada neste trabalho para o locus
OarFCB304 (6), nota-se a maior variabilidade genética dos ovinos do Paquistdo. Em
geral, a quantidade de alelos encontrada para cada locus analisado (neste trabalho)
foi inferior aos encontrados em pesquisas similares, demonstrando assim a baixa
variabilidade genética dos rebanhos estudados de ovinos Santa Inés.

Nos dendrogramas apresentados, as alturas dos cortes foram definidas
objetivando-se a separagdo de grupos de similaridade genética da melhor forma
possivel, separando animais em grupos distintos apenas se estes apresentam um
elevado nivel de diferengas alélicas. A figura 4 apresenta o dendrograma da fazenda
CJ, onde um corte feito aproximadamente em 0.675 foi suficiente para separar os
genotipos encontrados em cinco grupos distintos.. Em verde, o unico individuo “6”,
apresentou uma configuragéo alélica unica, assim como o individuo em cinza “207,
distanciando-os dos maiores grupos da populacdo. Destacados em azul, os
individuos “4”, “13” e “9”, “12” foram agrupados juntos por apresentarem a ocorréncia
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dos mesmos 4 alelos, aproximando-os geneticamente. Em vermelho, o maior grupo
de individuos com repeticdo de alelos, obteve-se a ocorréncia de sete alelos
repetidos. Em amarelo, o segundo maior agrupamento de individuos com menor
variabilidade genética entre si, foi observada a ocorréncia dos mesmos sete alelos
para os mesmos Jloci. Com a excegdo dos animais “6” e “20”, tal dendrograma
mostra grande similaridade genética entre os ovinos Santa Inés, evidenciando baixa
variabilidade genética, o que esta ligado a acasalamentos entre animais

aparentados dentro de um mesmo rebanho.

Cluster Dendrogram

Height

d1
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Figura 4 Dendrograma da fazenda CJ, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 5 grupos de similaridade genética, dentro da populagao analisada.

Na figura 5, observa-se o dendrograma da fazenda LC, onde um corte
aproximadamente em 0,65 foi o suficiente para separar os genotipos em apenas
dois grupos distintos. Os individuos destacados em verde apresentaram repeticéo
em quatro alelos, o que os aproxima geneticamente. O locus menos polimorfico
nesse grupo foi o OarFCB020 e o mais polimérfico € o OarCP04, apresentando 3
alelos. Os individuos destacados em vermelho, por sua vez, apresentaram repetigcao
de sete alelos entre a maior parte dos individuos, sendo o /locus menos porlimorfico
o OarCP049 e o mais polimérfico o MAF65, com 4 alelos diferentes. Os individuos
‘6” e “20” apresentam alto grau de similaridade genética, de acordo com o
dendrograma, compartilhando os mesmos alelos em praticamente todos os /oci
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analisados. Em comparagdo com o dendrograma da fazenda CJ, LC apresenta uma

nitida menor variabilidade, verificando-se apenas dois grupos de similaridade

genetica.
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Figura 5 Dendrograma da fazenda LC, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 2 grupos de similaridade genética, dentro da populagao analisada.

Na figura 6, observa-se o dendrograma da fazenda SC, onde um corte

aproximadamente em 0,685 foi o suficiente para separar os genotipos em quatro

grupos distintos.
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Figura 6 Dendrograma da fazenda SC, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 4 grupos de similaridade genética, dentro da populagdo analisada.
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O individuo “15”, destacado em vermelho, apresenta a menor similaridade
com os outros grupos de individuos da populagdo analisada. Em verde, os
individuos destacados compartilharam 6 alelos diferentes dos loci estudados. O
locus menos polimérfico foi OarFCB304. Os Jloci que apresentram maior
polimorfismo foram MAF214 e Inra63, ambos com 3 alelos.

Destacados em azul, outro grupo de individuos de igual tamanho ao anterior
(4 animais) que apresentaram maior similaridade genética. Compartilhando 5 alelos
entre todos os /oci analisados, o locus microssatélite de menor polimorfismo foi
MAF214. Com 5 alelos diferentes dentro do grupo destacado em azul, o locus de
maior polimorfismo foi OarFCB304.

Destacados em amarelo, os individuos que formam o maior grupo de
similaridade genética nessa fazenda. Com 11 animais, o grupo compartilha 4 alelos
entre os /oci analisados. Com menor polimorfismo observado, o locus OarFCB304
(apenas 1 alelo em todos os 11 individuos) e com maior polimorfismo, os loci
OarCp049 e MAF214 com 5 alelos cada, portanto, pode-se concluir que a fazenda
SC apresenta maior variabilidade genética entre seus animais que a fazenda LC.

Na figura 7, é apresentado o dendrograma da fazenda SF onde um corte
aproximadamente em 0,685 foi o suficiente para separar os genotipos em apenas
dois grupos distintos.
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Figura 7 Dendrograma da fazenda SF, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 2 grupos de similaridade genética, dentro da populagao analisada.
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O primeiro grupo, destacado em verde, conta com sete individuos que
apresentam maior similaridade nos alelos encontrados dos /loci analisados.
Compartilhando, na maior parte dos individuos, trés alelos, o locus menos
polimérfico foi OarCP049, com apenas um alelo, e o mais polimérfico foi MAF214
com cinco alelos distribuidos nos sete animais. O grupo destacado em vermelho
apresenta treze individuos com diferentes graus de similaridade genética entre si.
Os individuos mais similares em termos de ocorréncia de alelos sao “8” e “18”, ndo
compartilhando apenas um alelo entre todos os observados. O grupo destacado em
vermelho compartilha na maioria dos animais estudados 5 alelos, sendo o locus
menos polimoérfico MAF214, com dois alelos, e 0 mais polimorfico OarFCB011, com
5 alelos. Desta forma, pode-se concluir que a fazenda SF apresenta baixo grau de
variabilidade genética, se comparada com a fazenda SC.

Na figura 8, no dendrograma da fazenda SJB, identifica-se que um corte
aproximadamente em 0,65 foi o suficiente para separar os genétipos em apenas
dois grupos distintos. O primeiro grupo, destacado em verde, conta com oito
individuos que apresentam maior similaridade nos alelos encontrados dos /oci
analisados. Compartilhando, na maior parte dos individuos, quatro alelos, o locus
menos polimorfico foi MAF214, com dois alelos, e o mais polimérfico foi SRCRSP05
com cinco alelos distribuidos nos oito animais. O grupo destacado em azul
apresenta doze individuos com diferentes graus de similaridade genética entre si. Os
individuos mais similares em termos de ocorréncia de alelos s&o “7” e “18”, ndo
compartilhando apenas um alelo entre todos os observados. O grupo destacado em
azul compartilha na maioria dos animais estudados 3 alelos, sendo o locus menos
polimorfico Inra63, com dois alelos, e o mais polimorfico OarFCB011, com 5 alelos.

Os animais da fazenda SJB s&o provenientes de outra fazenda da regiao,
onde pode-se inferir que houve muitos acasalamentos entre animais de parentesco

proximo, culminando em baixa variabilidade genética dos animais.
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Figura 8 Dendrograma da fazenda SJB, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 2 grupos de similaridade genética, dentro da populagao analisada.

Na figura 9, apresenta-se o dendrograma dos animais da UENF onde um
corte aproximadamente em 0,61 foi o suficiente para separar os genotipos em quatro
grupos distintos.

No primeiro grupo, destacado em verde, apenas 3 individuos demonstraram
maior similaridade genética, baseando-se nos loci analisados. Compartilhando dois
alelos entre os animais, o locus menos polimérfico foi OarFCB304. Os loci
OarFCB020, OarCP049, SRCRSP05 e MAF214 apresentaram dois alelos cada um,
nos animais pertencentes a este subgrupo. O individuo “11”, destacado em azul,
apresenta a menor similaridade com os outros grupos de individuos da populagéo
analisada. Em vermelho, cinco individuos compartilham em sua maior parte cinco
alelos entre os loci analisados. O locus menos polimérfico foi OarFCB020 e os mais
polimorficos foram Inra63 e OarFCB304, com 3 alelos diferentes cada.

Em amarelo, o subgrupo mais numeroso onde onze individuos apresentaram
com maior frequéncia dois alelos que os agrupam por similaridade de loci. O locus
analisado menos polimorfico foi OarCP049 com apenas um alelo apresentado em
todos os individuos e, o mais polimorfico foi OarFCB020, com cinco alelos
diferentes.

Os animais da UENF s&o provenientes de outra fazenda onde existia o

cuidado com os acasalamentos entre animais de parentesco proximo. Dessa forma,
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pode se inferir que a variabilidade genética entre os animais dessa fazenda € maior

do que os valores encontrados nas fazendas SJB, SF e LC.
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Figura 9 Dendrograma da fazenda UENF, do norte do estado do Rio de Janeiro,

mostrando 4 grupos de similaridade genética, dentro da populagao analisada.

O Conteudo de Informagao Polimoérfica (PIC), descrito por Botstein et al.
(1980), & um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos
(segregacéo, identificacdo de populagdes e controle de paternidade). Segundo a
classificagao de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a
0,5 sdo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. Na tabela 6, a lista
com a Heterosidosidade observada, Heterosigosidade esperada, a Diversidade
Alélica e o Conteudo de Informagao Polimorfica (PIC) de cada locus estudado.
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Tabela 6 Diversidade alélica, Heterozigosidade observada, Heterozigosidade

esperada, Conteudo de Informagéao polimorfica (PIC) dos locus estudados.

Locus Diversidade Ho He Conteudo de Informagao Coeficiente de
Alélica Polimérfica (PIC) Endogamia

OarFCB020 9 0,1642 0,8551 0,8381 0,8106
OarAE129 3 0,0000 0,4490 0,4065 1,0000
OarFCB011 8 0,2500 0,8130 0,7881 0,6984
SRCRSP08 0 - - - -
OarCP049 5 0,2124 0,6358 0,5892 0,6684
SRCRSP05 5 0,2212 0,6639 0,5994 0,6692
MAF65 4 0,0556 0,4367 0,3930 0,8794
Inra63 5 0,5974 0,6614 0,5994 0,1032
OarFCB304 6 0,2947 0,7564 0,7183 0,6137
MAF214 7 0,2273 0,5884 0,5439 0,6173

Nove Joci microssatélites analisados neste trabalho apresentaram
polimorfismo, com a exceg¢do do Jocus SRCRSP08, que nao apresentou
amplificagcdo no PCR, ou seja, nenhum alelo foi observado. A heterozigosidade
observada para o locus OarAE129 teve zero como resultado, pelo fato de todos os 3
alelos obtidos terem aparecido como homozigotos.

O locus OarFCBO020 apresentou um valor de PIC elevado, sendo assim entao
considerado altamente informativo. Com a diversidade alélica sendo a maior
encontrada (9 alelos), teve uma heterozigosidade observada de 0,1642, menor que
a encontrada no trabalho de Al-Barzinji et al. (2011), ou seja, um valor de 0,400. A
heterozigosidade esperada para este locus foi 0,8551.

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, 0 que comprova a perda de alelos.

Para o locus OarFCB011, o valor encontrado para a heterozogosidade
observada (0,25) esta muito abaixo da esperada (0,8130). Esses dados,
comparados com o nivel de endogamia (0,6984), indicam a perda de
heterozigosidade da populagédo e um nivel de endogamia relativamente alto, mesmo
este sendo o segundo locus analisado com maior numero de alelos observados.
Musthafa et al. (2012) encontrou para o mesmo locus 10 alelos diferentes em seu
trabalho, valores de Ho de 0,81 e He de 0,86. De acordo com esses dados,
Musthafa et al. (2012) obteve para esse locus especifico dados que comprovam alta
heterozigosidade.



39

Os locus OarCP049 e o SRCRSPO5 apresentaram 5 alelos diferentes, e taxas
de Ho mais baixas que as de He (0,2124 e 0,2212 respectivamente para Ho, 0,6358
e 0,6639 respectivamente para He), indicando baixa heterozigosidade. Souza et al.
(2012) encontrou em populacdes de ovinos Santa Inés de varios estados do Brasil
valores de Ho 0,877 e He 0,866 para o locus OarCP049 e Ho 0,609 e He 0,675 para
o locus SRCRSPO05, concluindo que nos rebanhos analisados uma alta taxa de
heterozigosidade foi encontrada. Este autor também encontrou como resultado para
o locus Inra63 12 alelos diferentes (em comparagdo com os 5 alelos encontrados
nas populagdes estudadas nesse trabalho) e Ho 0,815 e He 0,830, valores que
demonstram alta heterozigosidade da populagdo para esse especifico locus em
diversos rebanhos do Brasil. Neste trabalho, os dados para Ho e He para o locus
Inra63 foram respectivamente 0,5994 e 0,6614 e o coeficiente de endogamia de
0,1032 demonstram que este locus conservou alta heterozigosidade. Os /loci
OarFCB304 e MAF214 também foram utilizados no trabalho de Souza et al. (2012).
Para esses loci foram encontrados Ho 0,740 e 0,531 respectivamente e, He 0,786 e
0,469 respectivamente, indicando para ambos um alto nivel de heterozigose. Nos
rebanhos analisados no norte do estado do Rio de Janeiro, os valores encontrados
para ambos os /loci tiveram Ho inferior ao de He e um valor de coeficiente de
endogamia acima de 0,5, revelando assim baixo nivel de heterozigosidade.

O locus MAF65 apresentou Ho 0,0556 e He 0,4367 e a presencga de 4 alelos
diferentes. Com o coeficiente de endogamia de 0,8794, este locus mostra também
baixa heterozigosidade e alta 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
foi encontrada.
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6. CONCLUSAO

Nove dos dez marcadores microssatélites utilizados foram adequados para
verificar os niveis de heterosigosidade e endogamia para as populagdes estudadas.

Os loci foram polimorficos e apresentaram baixa diversidade alélica nas
fazendas estudadas do norte do estado do Rio de Janeiro.

Foi encontrado altos valores de coeficiente de endogamia, demonstrando alta
proximidade de parentesco entre os animais das fazendas estudadas.
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