UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

ESTRUTURACAO GENEALOGICA PARA PROPOSTAS DE
ACASALAMENTOS EM REBANHOS DAS RACAS CURRALEIRO PE-
DURO E PANTANEIRO

Bruna Paula Alves da Silva

Orientador: Prof. Dr. José Robson Bezerra Sereno

GOIANIA
2017



&
‘ ¢ O

e | -

sistema de hibliotecas ufg U FG
TERMO DE CIENCI!\ E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goids
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagbes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolucdo CEPEC n® 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas

abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgacdo da producéo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ ] Dissertacio [ x] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacdo
Nome completo do autor: Bruna Paula Alves da Silva

Titulo do trabalho: Estruturacio genealdgica para propostas de acasalamentos em rebanhos
das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro

3. Informacgdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagdo total do documento [ x ] SIM [ 1NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacio eletronica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacso.

Data: 23 / 04 / 2017

Brur@yda Silva2

! Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensio deste prazo suscita

justificativa junto & coordenacgio do curso. Os dados do documento nio serfio disponibilizados durante o periodo de
embargo.

2A assinatura deve ser escaneada.



BRUNA PAULA ALVES DA SILVA

ESTRUTURACAO GENEALOGICA PARA PROPOSTAS DE
ACASALAMENTOS EM REBANHOS DAS RACAS CURRALEIRO PE-
DURO E PANTANEIRO

Tese apresentada para obtencédo do titulo de Doutora em
Zootecnia junto a Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias.

Area de Concentragio:

Producdo Animal

Linha de Pesquisa:
Interface entre desempenho produtivo, reprodutivo,

aspectos genéticos e ambientais na producdo animal

Orientador:

Prof. Dr. José Robson Bezerra Sereno - Embrapa Sede

Comité de Orientacao:
Profa. Dra. Maria Clorinda Soares Fioravanti — UFG

Profa. Dra. Raquel Soares Juliano — Embrapa Pantanal

GOIANIA
2017



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Silva, Bruna Paula Alves da

Estruturacdo genealdgica para propostas de acasalamentos em
rebanhos das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro [manuscrito] /
Bruna Paula Alves da Silva, José Robson Bezerra Sereno, Maria
Clorinda Soares Fioravanti. - 2017.

Xvi, 54 1.

Orientador: Prof. Dr. José Robson Bezerra Sereno; co-orientadora
Dra. Maria Clorinda Soares Fioravanti; co-orientador Dr. Raquel
Soares Juliano.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Escola de
Veterinaria e Zootecnia (EVZ), Programa de Pos-Graduacdo em
Zootecnia, Goiania, 2017.

Bibliografia.

Inclui abreviaturas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. Animais em extincdo. 2. Microssatélites. 3. Raca local. 4. Testes
de paternidade. |. Sereno, José Robson Bezerra. I1. Fioravanti, Maria
Clorinda Soares. lll. Sereno, José Robson Bezerra, orient. IV.
Fioravanti, Maria Clorinda Soares, co-orient. V. Titulo.

CDU 635




A “‘:‘
ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
p = X UFG
Programa de P6s-Graduacio em Zootecnia LRI

O 0O W —

ATA NUMERO 12 DA SESSAO DE JULGAMENTO DA DEFESA DE DOUTORADO
DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ZOOTECNIA DA ESCOLA DE
VETERINARIA E ZOOTECNIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS, realizada
por BRUNA PAULA ALVES DA SILVA . Aos 29/03/2017 a partir das 14h00min, na
sala de Reunides do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goids, nesta Capital, realizou-se a sessdo
publica de Defesa de Doutorado apresentado (a) pelo (a) Poés-Graduando (a)
BRUNA PAULA ALVES DA SILVA , intitulada “Estrutura genealégica para
proposta de acasalamentos em rebanhos da raca Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro”, para obtengéo do Titulo de Doutor em Zootecnia, junto & Area de
Concentracdo: Producdo Animal desta Universidade. Os trabalhos foram instalados
pelo (a) Presidente da Comissao Julgadora, Orientador (a) Prof. Dr. José Robson
Bezerra Sereno —Embrapa Cerrados, com a participacdo dos demais membros da
Banca Examinadora Dr. Marcos Fernando Oliveira e Costa — Embrapa Arroz e
Feijao; Prof. Dr. Diogo Alves da Costa Ferro — UEG/GO; Profa. Dra. Maria Ivete
de Moura — PUC/GO e Prof. Dr. Paulo Hellmeister Filho — EVZ/UFG. Iniciando os
trabalhos, o Presidente concedeu a palavra ao (a) candidato (a) BRUNA PAULA
ALVES DA SILVA para exposicao em cinquenta minutos do seu trabalho. A seguir,
o senhor Presidente concedeu a palavra, pela ordem, aos demais membros da
banca, os quais passaram a arguir o (a) candidato (a), durante o prazo maximo de
trinta minutos, assegurando-se ao mesmo, igual prazo para responder aos
Senhores Membros da Banca Examinadora. Ultimada a arguicdo, que se
desenvolveu nos termos regimentais, a Comissdo, em sessdo secreta, expressou
seu Julgamento, considerando o (a) candidato (a)
(Aprovado/Reprovado) pelos seus membros. Proclamados os resultados da Banca
Examinadora, foram encerrados os trabalhos e, para constar lavrou-se a presente
ata que, apos lida e achada conforme vai assinada pelos membros da Banca
Examinadora.

BANCA EXAMINADORA ASSINATURA
Prof. Dr. José Robson Bezerra Sereno —Embrapa Cerrados
(Orientador(a))
Dr. Marcos Fernando Oliveira e Costa — Embrapa Arroz e
Feijao V/’ud Zm’)/i
Prof. Dr. Diogo Alves da Costa Ferro — UEG/GO n

v
Profa. Dra. Maria lvete de Moura — PUC/GO pﬁ»&\iauh ;
Prof. Dr. Paulo Hellmeister Filho — EVZ/UFG o A e
74

A Banca Examinadora aprovou a seguinte alteragdo no titulo da tese:




Vi

A Deus e a minha familia
DEDICO.



vii

AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, discernimento, forca e por estar ao meu lado todos os dias e em
todos 0os momentos me abengoando.

A Universidade Federal de Goias, por meio da Escola de Veterinaria e Zootecnia,
especificamente ao Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia que proporcionaram a
obtencdo deste titulo.

Ao meu orientador professor Dr. José Robson Bezerra Sereno pela sua
importancia durante a realizacdo deste sonho, pela amizade, ensinamentos, apoio, dedicacao e
tamanha colaboracéo.

A minha co-orientadora professora Dra. Maria Clorinda Soares Fioravanti por
toda sua colaboracéo, aprendizado proporcionado e apoio prestado em todos 0s momentos.

Aos professores Dr. Emmanuel Arnhold, Dra. Eliane Sayuri Miyagi e a minha co-
orientadora Dra. Raquel Soares Juliano pela colaboracéo, atencao e paciéncia.

Ao pesquisador da Universidade de Cordoba, Espanha, Dr. Vincenzo Landi, pelo
auxilio durante a anélise de dados e interpretacéo dos resultados.

A todos os integrantes da Rede Pré-Centro-Oeste Caracterizacdo, Conservacéo e
Uso das Racas Bovinas Locais Brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro, em especial a Dra. Maria
Ivete de Moura e Dr. Marlos Castanheira pela colaboracgéo.

A professora Dra. Adriana Santana do Carmo pela contribuicdo com este trabalho.

Aos professores do Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia por todos os
esforcos para transmissdao de conhecimento.

Aos meus pais, que amo tanto, Angelo Gabriel da Silva e Eliane Alves da Silva
pelo incentivo, colaboracdo, apoio, paciéncia e por serem meu porto seguro.

Ao meu irmdo Osvaldo Gabriel Alves da Silva, minha cunhada Katiane Ferreira
da Silva, por terem dado o melhor presente que ja ganhei, a Gabi, Gabriela Alves Ferreira,
minha sobrinha querida.

Ao meu namorado Arcénio Fernandes de Souza pelo apoio em todos os
momentos, incentivo, compreensdo e amor.

Aos meus avos Osvaldo Lemes da Silva, Eni Rodrigues da Silva (in memorian) e
Geralda Alves Ferreira, pelo incentivo e apoio.

Aos meus tios e tias, especialmente Eva de Fatima da Silva, sempre tdo atenciosa,
dedicada e preocupada com todos 0s meus passos, meu muito obrigada.

Ao0s meus primos, primas e afilhados, por todo incentivo.



viii

Aos meus amigos, professor Dr. Diogo Alves da Costa Ferro e professor Dr.
Rafael Alves da Costa Ferro, pelo companheirismo, colaboragdo na coleta de dados, incentivo
e principalmente pela amizade.

Aos professores da Universidade Estadual de Goids (UEG), Dra. Raquel Priscila
de Castro Oliveira, Dra. Aracele Pinheiro Pales dos Santos e Dr. Klayto José Gongalves dos
Santos, pelo incentivo e amizade.

Aos professores da Faculdade Montes Belos (FMB), MSc. Antonio Florentino de
Lima Janior, Esp. Luana Marrié de Morais Souza e Esp. Vinicius Silva Vilela, pelo incentivo
e amizade.

Aos meus alunos, monitores e estagiarios da UEG e FMB, em especial, Tarcisio
Ferreira, Rogério Rodrigues, Anderson Candido, Hipdlito Rosa, Pedro Henrique Souza
Ramos e Alberto Carlos Mineres Junior, por todo apoio.



“Podemos julgar o coracdo de um homem pela

forma como ele trata os animais”.

Immanuel Kant



SUMARIO
CAPITULO 1 CONSIDERAC@ES INICIAIS.....oooe e
1. INEFOTUGED. ...t
2. REVISA0 e IIEratUra........c.covvieeeie et e
2.1. Historico e estudo da raca Curraleiro PE-DUro...........cccevvvieiciieieennn
2.2. Historico e estudo do bovino Pantaneiro.............cceevevveeinieeieiecesecennns
2.3. Conservagao de recursos genéticos animais..........ccccocevvevrereeereneenennne
2.4. Diversidade GeNELICA. ..........curerieirereeieieiere e e
2.5. Caracterizagdo gENELICA. ........coevvierereiie e
2.6. Genealogia animal..........cccooiiiiiiiiie s
2.6.1. Marcadores mMIiCrOSSALEIILES. ........covveeerrere e
2.6.1.1. Reacdo em cadeia da POlMErase. ........ccovviieriie i,
2.6.1.2. 0] (0] €SS OSPR PSSR
2.6.1.3. Sequenciamento automatico de DNA.........ccccovirenie i
2.6.2. Lo oo g T USSR
2.6.3. FrequénCia aléliCa.........cccoveieeie i
2.6.4. Heterozigosidade esperada € 0bservada............ccccevveveiivereeieseeneenennn
2.6.5. Conteldo de informagdo polimorfica.........ccccevvivvvieeiiecie i
2.6.6. Equilibrio de Hardy-Weinberg..........ccccooe e
2.6.7. Probabilidade de eXCIUSAO..........ccoveiiriiiiriiie e
2.6.7.1. Testes de paternidade...........ccovveviiieeie e
2.7. Programas de acasalamentos...........ccccocveieiieiiirieiee e
3. Contextualizacdo da linha de PesquiSa.........c..coeeuerieeievesieeie e
RETEIENCIAS. ...ttt
CAPITULO2 ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DE BOVINOS
CURRALEIRO PE-DURO UTILIZANDO-SE MARCADORES
MICROSSATELITES. ...t enes s an e
RESUMO. ...ttt
SUIMMIATY ..ttt ettt et et e s e es b e e s ee e e e e e eeenneeas
L1 (0o (0o o TSSOSO

Material e

Resultados

MEBLOUOS. ...ttt e e eeae e e

© 00 N oo o o

10
10
11
12
12
13
13
14
14
14
15
16

24
24
25
25
26
27



DiSCUSSA0....cevveveeeeeeeeeeeeeeen

Conclus80......uuveneeeeeeeee

Agradecimentos............c.c.e....
Bibliografia...........ccccoevinnnnne

CAPITULO 3 DIVERSIDADE GENETICA DE BOVINOS PANTANEIRO...............

RESUMO....coveveeeee e,

SUMMATY....cooiiiiiiieeieriee

INtroduGao.........cccovvvveverennnn.

Material e métodos................

Resultados.........oevevevevevenenanen.,
DiSCUSSA0....cvvveveeeeeeeeeveeeeeenn,

ConcluSa0......uvueeeeeeeanns

Agradecimentos............ccc.c....

Bibliografia............ccooevvienns

CAPITULO 4 CONSIDERACOES FINAIS

Xi

29
31
31
31
39
39
40
40
41
42
43
46
46
46
54



xii

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela | Identificacdo dos criatérios, nimero de amostras de DNA para 0s testes
de paternidade, sexo dos animais (Fémea/Macho-bezerros), niUmero de
touros supostos pais, cddigo do grupo e total de animais da raca
CUITAIBITO PE-DUIO.....c.eiiii ettt e ne e 34

Tabela Il Microssatélites analisados (STR), cromossomos (crom.), tamanhos em
pares de bases (pb), sequéncias de primers diretos e reversos e
referéncias bibliografiCas...........ocoeiriiiiiie i 35

Tabela 111 Microssatélites analisados, nimero de alelos por marcador (NA),
heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho),
conteddo de informacdo polimorfica (PIC), coeficiente de
consanguinidade (Fs) e valor de equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor). 36

Tabela IV Resultados, em porcentagem, de controles de filiacdo de dezenove
rebanhos da raca Curraleiro Pé-Duro do Brasil...........cccccvvviivcinieininenne. 37

Tabela V Proporcéo de lotes de animais para acasalamentos em dezenove rebanhos
da raca Curraleiro Pé-Duro por quatro anos, cédigo do rebanho (CR),
namero de lotes de fémeas (LF), nimero meédio de fémeas/lote (NF/L),
namero de touros utilizados (NT), nimero de touros/machos descartados
(TD), tempo de utilizacdo do reprodutor no lote em anos (TUR), rodizio

de touros em anos (RT), ndamero de reprodutores adquiridos 38

CAPITULO 3
Tabela | Identificacdo dos criatdérios, numero de amostras de DNA para 0s testes
de paternidade, sexo dos animais (FEémea/Macho-bezerros), nimero de
touros supostos pais, cédigo do grupo e total de animais da raca
PANTANEITO. ...ttt st 49
Tabela 1l Microssatélites analisados (STR), cromossomos (crom.), tamanhos em
pares de bases (pb), sequéncias de primers diretos e reversos e
referéncias DIDHOGraAfiCas........ccccveveiiicice e 50
Tabela Il Microssatélites analisados, numero de alelos por marcador (NA),

heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho),



Tabela IV

Tabela V

Xiii
conteddo de informacdo polimorfica (PIC), coeficiente de
consanguinidade (Fs) e valor de equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor). 51
Resultados, em porcentagem, de controles de filiagdo de quatro rebanhos
da raga Pantaneiro do Brasil............ccocoeiiiiniie i 52
Proporcéo de lotes de animais para acasalamentos em quatro rebanhos da
raca Pantaneiro por quatro anos, cddigo do rebanho (CR), nimero de
lotes de fémeas (LF), nimero médio de fémeas/lote (NF/L), nimero de
touros utilizados (NT), nimero de touros/machos descartados (TD),
tempo de utilizacdo do reprodutor no lote em anos (TUR), rodizio de

touros em anos (RT), numero de reprodutores adquiridos 53



DNA
dNTPs
EHW
FAO
Fis
He
Ho
PCR
PE
PEC
PIC

Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucléico
Desoxinucleotideos

Equilibrio de Hardy-Weinberg
Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
Coeficiente de consanguinidade
Heterozigosidade esperada
Heterozigosidade observada

Reacdo em cadeia da polimerase
Probabilidade de exclusdo por marcador
Probabilidade de exclusdo combinada
Contetdo de informagéo polimorfica



XV

RESUMO

As racas bovinas locais brasileiras Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, habitantes do Cerrado,
Semi-arido e Pantanal encontram-se em processo de extingdo, correndo o risco de
desaparecerem antes que suas caracteristicas sejam adequadamente estudadas. Objetivou-se
realizar a estruturacdo genealdgica de rebanhos das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro,
com vistas & conservagdo de recursos genéticos animais, visando manter a variabilidade
genética dentro das racas, evitando-se a endogamia, por meio de propostas de acasalamentos
baseadas na genealogia. Foram analisadas amostras de pelos de 1073 bovinos Curraleiro Pé-
Duro de dezenove rebanhos e 290 Pantaneiros de quatro rebanhos. Realizou-se a amplificacéo
de 27 microssatélites de DNA por PCR. Foi calculado o numero médio de alelos por loco,
frequéncia alélica, heterozigosidade esperada e observada e conteddo de informacao
polimorfica. Para cada animal foi emitido parecer do controle de filiacdo. Observou-se grande
variabilidade alélica para as racas, onde o Curraleiro Pé-Duro apresentou média de 8,70 alelos
por loco e o Pantaneiro 6,70. Os valores médios de heterozigosidade esperada e observada
foram 0,713 e 0,653, respectivamente, para o Curraleiro Pé-Duro e 0,701 e 0,672, para 0
Pantaneiro. O valor médio de conteddo de informacdo polimdrfica para o Curraleiro Pé-Duro
foi 0,671 e para o Pantaneiro 0,655. A probabilidade de exclusdo combinada para as ragas foi
0,99992. Os lotes de acasalamentos foram montados na propor¢do macho:fémea minima de
1:13 a méxima de 1:26 para o Curraleiro Pé-Duro e de 1:13 a 1:21 para o Pantaneiro,
dependendo do tamanho do rebanho. Os testes de paternidade possibilitaram a elaboracéo de
programas reprodutivos para os rebanhos, com vistas a melhorar a gestdo genética destas
populacdes, evitando-se a endogamia. Ambas as ragas apresentaram grande variabilidade
genética intra-racial, demonstrando que apesar de estarem em extin¢cdo possuem rebanhos
com muita diversidade genética.

Palavras-chave: Animais em extin¢do, microssatélites, raca local, testes de paternidade.
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ABSTRACT

The brazilian bovine breeds Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro, inhabitants of Cerrado, Semi-
arido and Pantanal are in the process of extinction, at risk of disappearing before their
characteristics are adequately studied. The objective was perform the genealogical structure of
breeds Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro, with a view to the conservation of animal genetic
resources, in order to maintain the genetic variability within breeds, avoiding inbreeding,
through proposals from matings based on genealogy. Samples of hair bulb from 1073
Curraleiro Pé-Duro cattle from nineteen herds and 290 Pantaneiros from four herds were
analyzed. Amplification of 27 DNA microsatellites was performed by PCR. The average
number of alleles per locus, allele frequency, heterozygosity expected and observed and
polymorphic information content were calculated. For each animal an opinion of the
affiliation control was issued. Large allelic variability was observed for the breeds, where the
Curraleiro Pé-Duro presented an average of 8,70 alleles per loco and the Pantaneiro 6,70. The
values of expected and observed heterozygosity were 0,713 and 0,653, respectively, for the
Curraleiro Pé-Duro and 0,701 and 0,672 for Pantaneiro. The average value of polymorphic
information content for the Curraleiro Pé-Duro was 0,671 and for the Pantaneiro 0,655. The
probability of combined exclusion for the breeds was 0,99992. The mating lots were set at the
minimum male:female ratio of 1:13 to the maximum of 1:26 for the Curraleiro Pé-Duro and
1:13 to 1:21 for the Pantaneiro, depending on the size of the herd. The paternity tests enabled
the elaboration of reproductive programs for the herds, aiming to improve the genetic
management of these populations, avoiding inbreeding. Both breeds showed great genetic
variability inside of breeds, demonstrating that although they are in extinction have herds with
a lot of genetic diversity.

Keywords: Endangered animals, local breed, microsatellites, paternity tests.



CAPITULO 1 - CONSIDERAQOES INICIAIS
1. Introducéo

A baixa produtividade da maioria das ragas locais brasileiras tem causado a
extincdo destas, sem ao menos ter sido conhecido seu potencial genético e sua importancia
para 0 pais. O manejo reprodutivo utilizado se mostra inadequado, com acasalamentos nao
direcionados, desordenados e ainda com a relacdo macho:fémea desproporcional. Estdo sendo
realizados cruzamentos com outras ragas na tentativa de resolver problemas como o
desempenho animal, o que, por sua vez, esta acarretando o desaparecimento destes animais e,
consequentemente de racas que poderiam ser mais bem utilizadas em determinados
ecossistemas’.

Existem varias ameacas a diversidade genética, sendo a marginalizacdo dos
sistemas tradicionais de producdo e as racas locais a eles associados a principal delas. A
rapida expansao da producdo pecudria intensiva e em grande escala, utilizando-se um pequeno
namero de racas tem contribuido para essa problematica. A intensificacdo da producéo e a
industrializacdo auxiliaram no aumento do rendimento da producéo animal para alimentar a
crescente populacdo humana. Entretanto, é necessario tracar politicas para minimizar a perda
da diversidade dos recursos genéticos animais®.

Para facilitar a analise da situacdo mundial dos recursos genéticos animais, a FAO
desenvolveu um novo sistema de classificacdo de racas, sendo estas classificadas como locais,
gue ocorrem em apenas um pais ou transfronteiricas, que ocorrem em mais de um pais.
Dentro da categoria transfronteiricas tem-se uma subdivisdo em regionais, aquelas que
ocorrem em mais de um pais dentro de uma Unica regido ou continente e as internacionais, as
que ocorrem em mais de uma regido ou continente?.

Diversas racas bovinas locais brasileiras sdo originarias de animais trazidos pelos
colonizadores portugueses e foram submetidas a selecdo natural e artificial ao longo dos anos,
nos mais diversos ambientes, desenvolvendo caracteristicas especificas como rusticidade e
resisténcia a endo e ectoparasitas, que permitiram a adaptacdo a distintas condicdes e
ecossistemas. No inicio do século XX, inUmeras racas exoticas foram importadas para o
Brasil, em sua maioria selecionadas em regides de clima temperado, com desempenho
produtivo e reprodutivo comprovado em razdo do melhoramento genético, ocasionando

drastica substituicdo das racas locais®.
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Dentre os bovinos locais brasileiros destacam-se as racas Pantaneiro e Curraleiro
Pé-Duro. O bovino Pantaneiro encontra-se restrito a regido do Pantanal e o Curraleiro Pé-
Duro principalmente na regido do Cerrado e Semiarido.

A racga Curraleiro Pé-Duro, ameagada de extingdo é considerada rustica, possui
baixo custo de producdo, carne saborosa e com baixo teor de gordura, estando os animais
distribuidos no Piaui, Tocantins, Goias e Para, sendo estimado que existam aproximadamente
5.000 animais dessa raca’.

O bovino Pantaneiro passou por mudancas morfoldgicas, comportamentais e
fisiologicas ao longo dos anos, que os tornaram mais resistentes e muito adaptados as
condicdes do Pantanal. Essas mudancas ndo ocorreram apenas em virtude da selecdo natural,
mas também em razdo dos cruzamentos desses animais com outras ragas, ocasionando uma
perda da diversidade genética do Pantaneiro.

O conhecimento da estrutura genética de racas, especies e populacdes €
importante para a caracterizacdo racial e consequentemente para preservacdo de animais em
risco de extingédo. O estudo genético utilizando marcadores microssatélites possibilita definir a
diversidade genética entre animais e racgas, proporcionando maior eficiéncia dos programas de
acasalamentos, por meio do estudo da genealogia, otimizando o sistema de criacdo destes e
auxiliando os criadores na escolha de métodos mais adequados ao sistema de producdo em
que estes animais estéo inseridos.

Na implantacdo de programas de conservacao é necessario a utilizacdo de técnicas
que auxiliem a anélise de parentesco e a identificacdo genética de individuos para direcionar
os acasalamentos visando a manutencdo da diversidade genética®.

Os marcadores moleculares tém sido bastante utilizados para identificar genes de
interesse econdmico, mapeamento genético, estudos evolucionarios, identificacdo de
paternidade, introgressdo de genes Uteis, diagnostico precoce de doencas, caracterizacao
assistida por marcadores e caracterizacdo genética de populacdes locais’.

Os marcadores microssatélites sdo neutros e altamente polimérficos, sendo
utilizados para estimar as distancias genéticas, estruturar populacdes, identificar racas, realizar
testes de paternidade e estudos de caracterizacdo genética, que possibilitam o estabelecimento
das relages filogenéticas entre diversas racas®’.

As estratégias de conservacdo animal tém se baseado na caracterizacdo das racgas e
também de populacGes para verificar a diversidade genética. Durante muito tempo a
caracterizacdo dos recursos genéticos animais baseou-se em caracteristicas morfologicas e

produtivas, sendo estas insuficientes para distinguir racas, além de serem influenciadas pelo
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ambiente. As estratégias de conservacdo necessariamente devem ser embasadas na
combinac&o de dados fenotipicos e genotipicos'®.

S8o escassos 0s trabalhos de caracterizagdo produtiva das racas Curraleiro Pé-
Duro e Pantaneiro. Sendo que tais indices ou taxas (peso ao nascer, peso a desmama, idade e
peso a puberdade, idade e peso ao primeiro parto, intervalo entre partos, vida Gtil reprodutiva
e outros) sdo necessarios para a expansdo e multiplicacdo deste patrimbnio genético,
respondendo a demanda de criadores e sociedade de forma geral. Entretanto, para
estabelecimento destes indices zootécnicos faz-se necessario o controle genealdgico e a
formacéo das diferentes familias existentes em diferentes rebanhos para maior controle e rigor
da criacdo. Neste sentido, foi determinada a paternidade dos animais por meio de
microssatélites de DNA, com o intuito de estruturar os rebanhos em familias, propondo
programas de acasalamentos para os rebanhos, de forma que se evite a endogamia e mantenha
a variabilidade genética dentro das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro.

Dessa forma, objetivou-se realizar a estruturacdo genealogica de rebanhos das
racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, com vistas a conservacdo de recursos geneticos
animais, visando manter a variabilidade genética dentro das racas, evitando-se a endogamia,

por meio de propostas de acasalamentos baseadas na genealogia.

2. Revisdo de literatura
2.1. Historico e estudo da raca Curraleiro Pé-Duro

A origem do Curraleiro Pé-Duro no Brasil se explica pela entrada de racas
ancestrais no pais por volta de 1534, inicialmente na antiga Sdo Vicente onde hoje se localiza
o estado de Sdo Paulo, posteriormente, as capitanias de Pernambuco e Bahia de Todos os
Santos também receberam esses animais. Acredita-se que a raca teve origem no tronco Bos
taurus ibericus, ao qual também pertenciam as racas Alentejana, Galega e Mirandesa™.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), por meio da Embrapa
Meio-Norte, passou a manter a partir de 1983 um nucleo de preservacdo de bovinos
Curraleiro Pé-Duro no municipio de Sdo Jodo do Piaui, estado do Piaui, onde os animais eram
criados em pastos nativos. Em 2007, a Universidade Federal de Goias (UFG), com
financiamento do Ministério da Integragdo Nacional, estabeleceu o Ndcleo de Criagdo de

Curraleiro Pé-Duro no Sitio Historico e Patrimdnio Cultural Kalunga, com o objetivo de
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reintroduzir esta raga na comunidade Kalunga de Cavalcante, estado de Goias, para atender
demanda dos proprios moradores da comunidade, projeto que contou com o apoio da
Prefeitura Municipal de Cavalcante e da Associacdo Kalunga de Cavalcante. A partir deste
projeto, foram implantados outros nlcleos de criacdo de bovinos locais com o objetivo de
estudar, preservar e utilizar os animais e racas”.

A raca Curraleiro Pé-Duro foi reconhecida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), por meio da portaria n® 1.150, de 14 de dezembro de
2012. Esta portaria concedeu a Associacdo Brasileira de Criadores de Bovinos da Raga
Curraleiro Pé-Duro, que tem sua sede em Teresina, Piaui, a autorizacdo para efetuar o registro
genealdgico de animais da raca, sob o numero de registro no MAPA 69/BR, sendo
acompanhado e fiscalizado pelo Departamento de Sistemas de Producéo e Sustentabilidade,

da Secretaria de Desenvolvimento Agropecuério e Cooperativismo™?.

2.2. Historico do bovino Pantaneiro

Crioulos, nome dado ao rebanho nacional originario dos primeiros animais que
adentraram o Brasil, é também uma designacdo baseada em informacdes historicas, que
considera que as racas Curraleiro e Pantaneiro teriam se originado do gado ibérico, de
Portugal e Espanha, como as ragas Mirandesa e Brava®.

O Pantanal mato-grossense, regido de topografia plana, condicBes climaticas
variadas, altas temperaturas no periodo do verdo e ainda alternancia entre periodos de seca e
com alagamentos frequentes durante grande parte do ano, originou algumas racas localmente
adaptadas. Durante muitos anos os animais foram criados livres nessa regido, com pastagens
naturais e abundantes, que possibilitaram a sobrevivéncia e a adaptacdo, contribuindo para as
atuais caracteristicas do bovino Pantaneiro. Essa raca € a precursora da atividade pecuaria no
Pantanal, iniciada efetivamente na provincia de Mato Grosso a partir da década de 1830, com
registros mais detalhados da sua importancia sécio econdmica presentes a partir de 1873,

Os nucleos de conservacdo de bovinos Pantaneiros até 2009 estavam restritos a
Fazenda Nhumirim da Embrapa Pantanal, em Corumba (MS), Fazenda Promissdo, em Poconé
(MT), além da presenca de animais em estado assilvestrado nos campos da Fazenda Jofre em
Poconé (MT). Posteriormente foram criados o Nacleo NUBOPAN do Campus de Aquidauana
da UEMS e Fazenda Santo Augusto, em Rochedo (MS). Algumas unidades da Embrapa,
Universidades e parceiros se propuseram a estudar caracteristicas genéticas, produtivas,

reprodutivas e sanitarias destes animais™.



5

Com a aprovagdo da rede de pesquisa “Caracterizacdo, Conservacdo e Uso das
Racas Bovinas Locais Brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro” foi possivel contemplar, a partir
de 2012, demandas de interesse para fomento dessas racas em projetos de pesquisa e
desenvolvimento conjuntos. Em 2013 foi criada a Associagdo Brasileira de Criadores de
Bovino Pantaneiro (ABCBP), novos criatdrios foram identificados e h4 expectativas que os

criadores trabalhem junto ao MAPA para o reconhecimento da raca.

2.3. Conservacao de recursos genéticos animais

O historico fluxo de genes e os padrfes atuais da distribuicdo dos animais
demonstra uma interdependéncia entre os paises e as regides do mundo. E preciso que haja
um uso sustentdvel destes recursos genéticos para que produtores rurais, pecuaristas,
melhoristas e pesquisadores tenham amplo acesso a esses recursos. A integracdo da gestao
dos recursos genéticos ajudardo a garantir que a riqueza da biodiversidade animal seja usada e
desenvolvida de maneira apropriada para a alimentacdo e a agricultura, de forma que seja
disponibilizada para as futuras geraces’.

Um namero indefinido de racas e variedades animais esta desaparecendo, sendo
absorvido ou trocado por outras racgas, consideradas de maior producdo. Os recursos genéticos
de um pais constituem um patriménio bioldgico e cultural Unico e devem ser identificados os
valores de cada raca por meio da seleco intra-rebanho™®.

Alguns centros de pesquisa estdo adotando programas de conservacao de recursos
genéticos, essa adocdo possui intuito de minimizar as perdas desses recursos e
consequentemente assegurar uma boa producdo de alimentos para as populagdes futuras. A
producdo de alimentos pode passar por algumas complicacdes influenciadas pelas alteracdes
relacionadas ao clima e crises financeiras, por isso a criacdo de algumas racas locais pode ser
uma alternativa para solucionar essa instabilidade e gerar renda’.

A sobrevivéncia da humanidade depende de questBes relacionadas a conservagédo
dos recursos genéticos, ou seja, esse fator € indiscutivel quando se pensa em continuidade da
vida das popula¢6es, tornando-se responsabilidade das autoridades governamentais. Sendo
assim, a producdo de alimentos hoje depende muito dessa diversidade genética, portanto, sdo
necessarias estratégias que visam solucionar problemas como crescimento populacional,
mudancas climéticas, surgimento de pragas e doencas™.

Existem dois tipos basicos de conservagdo das espécies, a conservagdo realizada

in situ e a outra ex situ, a primeira se refere ao processo de conservagdo que é desenvolvido no
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préprio habitat das espécies onde elas se desenvolvem e o segundo tipo trata-se da

conservacéo realizada nos bancos de germoplasma‘®,
2.4. Diversidade genética

A diversidade genética é um fator de extrema importancia, pois € por meio dela
que os processos de selecdo naturais ou artificiais mostram respostas imediatas, independente
da ocasido, seja ela no presente ou no futuro. A diversidade das espécies domésticas reflete-se
na quantidade de racas existentes e na variacdo dentro de cada raca. O método mais utilizado
para realizar a quantificacdo da diversidade genética é a analise de gendtipos de individuos
gque ndo sejam aparentados entre si, que sejam por sua vez, selecionados da populacéo
investigada™.

Os determinantes da diversidade génica de uma espécie sdo: a heterozigosidade,
que representa a variacdo genetica dentro do individuo; as diferencas genéticas entre

individuos dentro de uma populagéo e as diferencas genéticas entre populacdes®.
2.5. Caracterizagédo genética

A caracterizacdo genética de populacbes proporciona o estudo da variabilidade
genética. A variabilidade genética total de uma espécie resulta do conjunto representado pela
contribuicdo da variabilidade intra e inter-populacional. Estes parametros sdo importantes
para a conservacdo dos recursos genéticos, evitando a extincdo de animais ameagados®'.

Portanto, uma estratégia que tém ganhado espaco e sendo cada vez mais utilizada
para caracterizacdo genética é o uso de marcadores moleculares, uma vez que essa é muito
eficiente para determinacdo da diversidade genética de animais domésticos®.

As analises de polimorfismos de microssatélites tem sido muito utilizadas em
estudos de variabilidade genética para verificar a variacdo genética intra e inter-populacionais
e para determinar a distancia ou similaridade genética entre populacdes®®.

Para este estudo tem-se utilizado frequéncias alélicas, coeficiente de
consanguinidade (F;s), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), conteudo de
informacdo polimdrfica (PIC), desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
probabilidade de exclusido (PE)*.



2.6. Genealogia animal

Os recursos genéticos das racas bovinas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro sdo
pouco conhecidos, porém, possuem importancia econémica e social. Além disso, os registros
genealdgicos escassos podem causar grandes dificuldades para contemplar o recurso genético
local e beneficiar algumas alternativas para aperfeigoar a utilizacdo e consumo dos produtos
desses animais. Isso pode tornar o recurso genético mais suscetivel a introgressao, deriva e
erosdo genética. ReducBes significativas da diversidade genética, como diminuicdo de
variabilidade alélica, devem ser evitadas quando se realiza um bom planejamento e gestdo. O
registro de uma raca local no Brasil aumenta sua visibilidade e disponibilidade de
informac6es sobre o material genético, podendo alcancar importancia no ambito nacional®.

As racas nacionais sdo apontadas como racas de baixa producdo, quando
comparadas as demais racas advindas do exterior, que por sua vez sdo especializadas. Porem,
esse grupo de animais possuem caracteristicas importantes que séo relevantes quando se trata
de adaptacdes ao clima, que podem ser bem interessantes para programas de melhoramento
genético. Sendo assim, uma avaliagio molecular pode ser realizada, mas para isso €
importante que cada individuo que sera utilizado seja caracterizado quanto a morfologia e
morfometria®®.

O arquivo de genealogia das ragas permite tracar o nUmero médio de ancestrais
por individuo e o nimero de geragdes. O numero efetivo de fundadores avalia como o balanco
esperado das contribui¢bes dos fundadores € mantido entre as geracdes, considerando a taxa
de selecdo e a variacdo de tamanho de familia. Uma das causas de perda ou fixacdo de alelos
nas populacdes é a diminuicdo do nimero de reprodutores em determinado periodo, que é
considerado quando se estima o numero efetivo de ancestrais, enquanto o nimero efetivo de
genomas remanescentes avalia 0 nimero de alelos fundadores que sdo mantidos na populacédo
para determinado loco e as possibilidades de perdas de alelos fundadores®.

O uso de poucos animais como reprodutores e a utilizacdo destes de forma intensa
contribuiu para justificar a pouca representacdo de animais fundadores no pedigree dos
rebanhos ao longo das geracdes™.

O interesse crescente pelos efeitos da dominancia apoia-se na intensa utilizacdo do
sémen de poucos reprodutores, considerados de superioridade genética comprovada e na
utilizacdo de biotecnologias reprodutivas modernas como superovulacéo, fertilizacdo in vitro,
transferéncia de embrides e clonagem. Dessa forma, aumentou-se 0 nimero de progénies de

irmaos completos e o parentesco nas populagdes®”.



2.6.1. Marcadores microssatélites

Existem marcadores genéticos cuja funcdo é marcar alelos nos quais a
identificacdo € dificil. Sendo assim, essa técnica permite a selecdo de um alelo de interesse de
forma indireta por meio do marcador. Essa ferramenta pode complementar estudos de
divergéncia genética que objetivam pesquisas evolutivas, testes de paternidade e identificacéo
de gen6tipos®®.

E designado marcador molecular toda caracteristica contida no DNA que é
herdavel e capaz de diferenciar dois ou mais individuos. Esses marcadores identificam
alteracbes na sequéncia de nucleotideos na molécula de DNA que sdo conhecidas como
polimorfismos®.

A andlise do DNA de animais de producdo tem como finalidade detalhar a
arquitetura genética de caracteristicas com valor econémico agregado, definindo a quantidade
de genes e quanto cada um desses genes contribui para expressao fenotipica. Essa estratégia
ndo é tdo simples, pois as caracteristicas de interesse econdmico sdo de aspecto quantitativo,
sendo influenciadas por inimeros genes, onde cada um colabora com uma parte para
determinar o fenétipo do animal®.

Os marcadores podem ser classificados de acordo com a metodologia para
identifica-los, sendo elas a hibridizacdo ou amplificacdo de DNA. Os marcadores moleculares
RFLP (restriction fragment length polymorphism) e os locus VNTR (variable number of
tandem repeats) ou minissatélites sdo identificados por hibridizacdo, enquanto os marcadores
do tipo RAPD (random amplified polymorphic DNA), SCAR (sequence characterized
amplified regions), STS (sequence tagged sites), AFLP (amplified fragment length
polymorphism) e microssatélites sdo identificados por amplificacdo e foram desenvolvidos
ap6s a descoberta da PCR, que por sua vez, permitiu a amplificacdo de DNA in vitro®.

Vaérios tipos de marcadores moleculares detectam o polimorfismo genético
diretamente do DNA, entre estes se destacam a classe conhecida como microssatelites ou SSR
(simple sequence repeats), ou ainda STR (short tandem repeats), por serem bastante
polimérficos, ou seja, possuem grande habilidade para detectar diferencas entre individuos™.

A utilizacdo de marcadores moleculares vem cada vez mais tomando espaco nas
pesquisas envolvendo animais, principalmente quando se trata de importantes segmentos
como o melhoramento genético das espécies, além da colaboracdo que essa técnica tem

trazido para a conservacio de vérias espécies animais™.
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As maiores aplicagdes dos marcadores de DNA tém sido a sexagem de embrides,
testes de paternidade e utilizacdo com vistas a detectar doengas genéticas ou caracteristicas
funcionais em determinadas ragas**. Os microssatélites sd0 muito utilizados na investigagdo
da estrutura populacional de diversas espécies de animais domésticos, considerando 0s
métodos de agrupamento, os quais possibilitam a inferéncia de estrutura de populacdes e a
designacéo de individuos a populacdes® *.

Os microssatélites envolvem sequéncias de DNA de forma repetitiva, englobando
todos 0s organismos eucariontes e procariontes. Eles sdo formados por repeticdes na maioria
dos casos com sequéncias que variam de dois a seis nucleotideos, tomando uma extenséo de
até 100 pares de bases. Nos animais as frequéncias que mais se repetem de forma comum é a
(AC)y, sendo sequéncias espalhadas por todo o genoma. Nos microssatélites, as sequéncias se
encontram tanto nos pontos onde ha codificacdo quanto onde ndo ha, portanto, nas sequéncias
transcritas as frequéncias sdo maiores®®.

Os microssatélites podem ser agrupados de forma simples com varias repeticdes,
exatamente iguais, na maioria dos casos de dois até seis nucleotideos (N1, Na... Ng)n. Eles
também podem se apresentar na forma imperfeita, uma vez que 0s mesmos possuem unidades
diferentes ocorrendo juntas e de forma repetida (CA), (GT),. Outra forma de ocorréncia
acontece em regides espacadoras entre unidades que se repetem (CA), (N), (GT),. Os
fragmentos que sdo flanqueados por sequéncias conservadas serdo destinados a marcadores.
Dessa forma, primers complementares sdao formados pelo sequenciamento dos flancos

amplificados por uma reacdo de PCR?®,
2.6.1.1. Reacdo em cadeia da polimerase

Na biologia molecular, uma ferramenta muito utilizada e de extrema importancia
¢ a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica foi elaborada em 1985 pelo
pesquisador Kary Mullis e seus colaboradores e vem sendo utilizada com mais frequéncia na
determinacdo e identificacdo de genes de interesse de animais domésticos. E cada vez mais,
esta técnica estd ganhando espaco, sendo utilizada em programas de melhoramento genético
animal e préticas veterinarias®’.

Para execucdo da PCR o DNA a ser utilizado pode ser gendmico, ou seja, extraido
de leucocitos ou uma amostra de DNA de uma fonte qualquer. Essa técnica gera cerca de um
milhdo de réplicas de um minusculo segmento de DNA molde, isso possibilita a clonagem,

analise ou sequenciamento do mesmo, porém € necessario que se tenha conhecimento da
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sequéncia desse segmento que serd ampliado. A partir dai, dois segmentos de nucleotideos
denominados de oligonucleotideos s&o produzidos de forma artificial, cada um possui em
torno de 20 bases de comprimento. Os oligonucleotideos também sdo chamados de
“iniciadores” (primers), isso se deve ao fato da funcdo que eles possuem que € a de iniciar a
producdo de novas fitas de DNA®.

A PCR tem como objetivo principal amplificar regides especificas de DNA, com
0 intuito que se tenha um grande nimero de cépias, considerando que apenas uma copia de

uma sequéncia n&o é suficiente para ser analisada®.

2.6.1.2. Eletroforese

A eletroforese compreende uma técnica de genotipagem que possibilita separar
moléculas em funcdo da sua massa, forma e compactacdo. Esta técnica é sensivel, rapida e
precisa. A molécula, o DNA, migra nos suportes, que podem ser géis de agarose ou
acrilamida, em razdo da acdo de uma corrente elétrica, com diferentes velocidades que
dependem de seu tamanho e forma. As moléculas de DNA migram para o polo positivo
quando submetidas a um campo elétrico, porque séo carregadas negativamente e o atrito com
0 gel suporte, reage como forca oposta a migracdo. Dessa forma, quanto maior a molecula,
maior o atrito e mais lenta a migracdo™. Em alguma ocasido do processo de eletroforese, as

moléculas de diferentes tamanhos se encontram em pontos distintos da matriz*.

2.6.1.3. Sequenciamento automatico de DNA

O sequenciamento automatico de DNA consiste na aplicacdo de sequenciadores.
Essa aplicacdo pode ocorrer de duas formas, uma se trata do uso de eletroforese vertical em
placa (ABI377 Applied Biosystem) e a outra eletroforese em capilar (ABI13100 Applied
Biosystem), nos quais 0s proprios desoxinucleotideos (dNTPs) tem marcacdo com
fluorescéncia, diferente do método manual que essa marcacdo € na forma radioativa. Para a
producdo de fragmentos durante a reacdo de sequenciamento, os dNTPs sdo acrescentados a
fita recém-formada e no momento da inclusdo de um ddNTP, a extensdo da cadeia é
interrompida e consequentemente marcada com o Ultimo didesoxinucleotideo incorporado.
No final de varios ciclos tem-se vérias cadeias de DNA de diferentes tamanhos terminadas
com diferentes ddNTPs que posteriormente serdo identificados e a leitura é realizada em

sequenciador automatico®".
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2.6.2. Endogamia

A endogamia é resultante do acasalamento, intencional ou ndo, de animais
aparentados, sendo este sistema capaz de alterar a constituicdo genética da populacdo pelo
aumento da homozigose e diminuicdo da heterozigose, o que pode alterar a frequéncia
genotipica®.

O coeficiente de endogamia ou consanguinidade (Fis) representa o grau de
endogamia de um individuo, sendo a probabilidade de que dois alelos em um loco tomado ao
acaso sejam idénticos por descendéncia. O coeficiente de endogamia de um individuo pode
ser calculado como a metade do parentesco entre seus pais. O parentesco, por sua vez,
representa a porcentagem esperada de genes em comum entre individuos. Como exemplo, o
parentesco entre meio irmaos (filhos de um mesmo progenitor) € de 25%, sendo que o
acasalamento entre eles resultaria em um animal com coeficiente de endogamia de 12,5%.

O acasalamento de individuos com algum grau de parentesco pode resultar no
surgimento de animais com maior nimero de genes homozigotos e consequentemente causar
impacto negativo devido a diminuicio drastica da variabilidade genética*.

A principal causa da endogamia é a producéo de seres geneticamente semelhantes
por meio do aumento da homozigose. Sendo assim, quando em porcentagens altas, a
endogamia pode ocasionar problemas reprodutivos e produtivos, devido o aumento da
frequéncia de genes deletérios indesejaveis®’.

Existem duas formas utilizadas pelos produtores para alterar a estrutura genética
das populagdes, uma € a selecdo de animais que serdo seus reprodutores e a outra é por meio
do descarte. Mesmo podendo causar influéncias negativas como a reducdo no mérito
fenotipico dos animais, 0 acasalamento entre animais com certo grau de parentesco € utilizado
com frequéncia®.

Problemas associados a endogamia podem ser minimizados pelo aumento da
diversidade genética encontrada em uma determinada raca, uma vez que esta pode influenciar
as adaptacbes genéticas relacionadas a mudancas no ambiente, economia e indices
produtivos*®.

A elevacdo da endogamia pode ocasionar o surgimento de genotipos indesejaveis,
pois ha um grande nimero de alelos com efeitos deletérios, que em grande parte dos casos se
apresentam na forma de homozigose recessiva. Influéncias negativas tém sido notadas em
caracteristicas de grande importancia econémica como crescimento, sobrevivéncia e indices

reprodutivos, que ocorrem devido a expressdo de combinacdes génicas indesejaveis. Sendo
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assim, percebe-se 0 quanto esses fatores sdo importantes para proporcionar variabilidade na
producdo animal, além disso, a determinacio da endogamia é indispensavel®’.

A taxa de endogamia em rebanhos e popula¢cdes com tamanhos reduzidos é mais
elevada em relacéo a populagdes com maior nimero efetivo de individuos, uma vez que em
pequenos grupos de individuos a ocorréncia de acasalamentos entre parentes é mais

frequente®®.

2.6.3. Frequéncia alélica

Ao se definir a frequéncia alélica, os locos microssatélites altamente polimorficos
podem ser Uteis para identificar os individuos em uma populacéo e determinar a probabilidade
de parentesco dentre dois individuos*.

O numero médio de alelos é considerado uma medida atil para caracterizar a
variabilidade genética. Na determinagdo do nimero de alelos conta-se o nimero de alelos
detectados em cada loco, com posterior soma dos valores obtidos e diviséo pelo total de locos
estudado, obtendo assim a frequéncia alélica. Para esta determinacdo faz-se necessario
conhecer o resultado da analise do conjunto de individuos de uma determinada populacéo

para o microssatélite®.

2.6.4. Heterozigosidade esperada e observada

A heterozigosidade pode ser considerada uma medida de variabilidade genética™,
sendo a heterozigosidade de um loco definida como a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto naquele loco™.

O loco é considerado polimorfico quando o alelo mais comum apresenta uma
frequéncia inferior a 95% e um marcador € considerado altamente informativo com
heterozigosidade maior que 70%. A heterozigosidade de um marcador é a probabilidade de
um individuo ser heterozigoto no loco marcador, dependendo do nimero de alelos e da
frequéncia destes alelos na populacéo®.

A heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), juntamente com o numero
médio de alelos sdo os parametros mais utilizados para verificar a diversidade genética dentro
de uma raca, onde os indices de diversidade genética, como a heterozigosidade média de uma

populagdo pode ser utilizada para verificar o nivel de endogamia do rebanho>*.
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Define-se He como uma fracdo estimada de todos os individuos que poderiam ser
heterozigotos em um loco. Diferindo da Ho, por ser uma previsdo baseada na frequéncia
alélica, sendo que o desvio observado entre a He e Ho, pode ser um indicativo da dindmica
populacional®®.

Considera-se Ho a proporcdo de individuos heterozigotos observados em uma

populagdo estudada®.
2.6.5. Conteudo de informac&o polimérfica

O contetdo de informacdo polimoérfica (PIC) quantifica o valor da informacéo do
polimorfismo de um loco marcador, sendo considerado um parametro dependente do nimero
de alelos e de suas frequéncias. As classificacdes dos marcadores com valores de PIC séo
considerados muito informativo, mediamente informativo e pouco informativo, com valores

superiores a 0,5, entre 0,25 e 0,50 e, inferiores a 0,25, respectivamente™.
2.6.6. Equilibrio de Hardy-Weinberg

A lei de Hardy-Weinberg (EHW) pode ser deduzida pela observacdo das
frequéncias em qualquer populacdo de animais que transpde uma geracao de cruzamentos ao
acaso. Quando isso acontece, as frequéncias genotipicas na prole sdo determinadas
exclusivamente pelas frequéncias génicas nos genitores e as frequéncias génicas e genotipicas
permanecem constantes de uma geracao para a seguinte, sendo dito que estd em EHW. Isso €
observado em uma populacdo de cruzamentos ao acaso, em que ndo ha sele¢do, mutacao,
migracdo ou deriva genética™.

A selecdo, migracdo, mutacdo e deriva genética sdo os quatro fatores que podem
interferir no EHW de uma populacdo, interferindo entdo na variabilidade genética da
populacdo. A selecdo atua de maneira negativa na variabilidade genética, promovendo a
fixacdo de genes na mesma, com a utilizacdo de poucos individuos para o acasalamento. A
migracdo esta relacionada com a entrada de novos genes em uma determinada populagéo,
contribuindo para a erosao genética da populacdo local, com a utilizacdo de cruzamentos
absorventes. Mutacdo € uma variacdo brusca e hereditéaria, que pode ocorrer em algum gene.
A deriva genética é uma alteracdo natural na frequéncia de alelos, ocorrendo em populacdes
pela perpetuacdo de genes por meio da reproducdo, ocasionando rapida reducdo da

variabilidade genética e aumento de homozigosidade®.
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Os desvios de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) podem ocorrer em razdo de
fatores como acasalamentos direcionados, antepassados comuns, subdivisbes dentro da
populacdo, selecdo natural e artificial, fluxo de genes a partir de populacdo externa ou

migrac&o?’.
2.6.7. Probabilidade de excluséo

A probabilidade de excluséo (PE) pode ser definida como a probabilidade de um
animal escolhido aleatoriamente ndo ser o pai ou a mae de uma determinada cria. A
probabilidade de exclusdo combinada (PEC) € utilizada quando se trabalha com todos os

locos®.
2.6.7.1. Testes de paternidade

As informacdes de parentesco sdo a base das avaliagdes genéticas de populacdes
e, portanto subordinadas a registros confiaveis de paternidade. Os testes de paternidade
permitem uma melhora na acurécia dos parametros genéticos populacionais®®.

Os testes de paternidade séo realizados por meio da comparacao direta da féormula
genética do animal em estudo com as férmulas dos pais propostos, onde o resultado pode ser

positivo ou negativo para um deles ou ambos®’.
2.7. Programas de acasalamentos

Os programas de acasalamentos devem considerar as informacGes a respeito de
pedigree, endogamia, defeitos genéticos e caracteristicas a serem corrigidas. Devem-se definir
0s grupos de vacas ou novilhas que irdo participar do programa e os touros, observando 0s
objetivos da selecdo realizada™.

A utilizacdo de programas de acasalamentos dirigidos possibilita melhor
exploracdo dos animais superiores com relacdo ao potencial genético dos mesmos, no qual se
busca obter respostas a finalidade anteriormente proposta®®.

O acasalamento exogamico deve ser utilizado quando se deseja elevar a
variabilidade genética do rebanho e evitar os efeitos da consanguinidade, sendo necessario

conhecer a distancia genética dos animais para a orientagéo individual dos acasalamentos®.
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Um dos tipos de acasalamento existentes é o acasalamento genético otimizado,
que se inicia a partir do momento da escolha do reprodutor, que ocorre por meio de
informagdes sobre a genética do animal, uma vez que, ao ser acasalado com alguma fémea
pode aumentar o valor genético da prole®.

Os programas de acasalamentos podem ser desenvolvidos durante o ano todo ou,
em alguns casos, podem ser estabelecidos durante algum periodo, como por exemplo, uma
estacdo de monta, pratica muito utilizada na bovinocultura, que direciona 0s nascimentos para
0 inicio da seca, pois nessa época do ano ocorre a suplementacdo dos animais e 0S precos

pagos ao produtor sio bem consideraveis®.

3. Contextualizacdo da linha de pesquisa

Para estabelecer programas de conservacdo animal é necessario a obtencdo de
dados da genealogia dos animais e das racgas, possibilitando a identificacdo, o controle da
endogamia, o aumento da variabilidade genética, a elaboracdo de planejamentos de
acasalamentos e a inclusdo destes animais em programas de melhoramento genético, a partir
do estabelecimento do padrdo racial e do registro genealdgico de racas que ainda ndo o
possuem, com vistas a aumentar a capacidade produtiva e reprodutiva destes animais,
maximizando a sua criacao e utilizacéo.

Neste contexto torna-se necessaria a realizacdo de estudos de caracterizacao
genética e racial, envolvendo matriz de parentesco e diversidade genética, possibilitando o
uso destes animais em programas de multiplicacdo de germoplasma, selecdo e melhoramento
genético, proporcionando alternativas de producdo animal para o meio rural.

A Rede Pro-Centro-Oeste “Caracterizac¢do, conservagdo e uso das ragas bovinas
locais brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro”, tendo este trabalho como um dos inumeros
executados em prol destes recursos genéticos esta cumprindo seu papel com 0 monitoramento
de rebanhos, conscientizacdo de produtores e sociedade em geral, além da caracterizacdo e
avaliacdo destas populaces.

Ao trabalhar com estas racas percebeu-se seu valor social para o pais, sendo
animais criados em locais que outras racas ndo tém o mesmo desempenho, sobrevivendo em
regibes com escassez de alimentos, necessitando de pouco manejo e ainda servindo como
fonte de alimento para populagdes de variadas regides. S&o ragas que precisam ser mais bem

exploradas e que ndo passaram por melhoramento, ndo podendo ser comparadas em termos de
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producdo com outras exdticas, mas que possuem caracteristicas Unicas, como adaptacdo e

rusticidade, merecendo ser estudadas.
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CAPITULO 2 - ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DE BOVINOS
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Resumo

As racas locais brasileiras constituem importante patriménio genético e a variabilidade
genética pode ser Gtil em programas de selecdo e melhoramento genético. Com este estudo
objetivou-se verificar a diversidade genética de animais da raca local brasileira Curraleiro Pé-
Duro para propor acasalamentos. Foram analisadas amostras de pelos de 1073 animais, de 19
rebanhos. Realizou-se a amplificacdo de 27 microssatélites de DNA, mediante PCR. Foi
calculado o numero médio de alelos por loco, as frequéncias alélicas, as heterozigosidades
esperada (He) e observada (Ho) e o conteddo de informacao polimérfica (PIC) por meio do
programa Microsatellite Toolkit. Os valores de coeficiente de consanguinidade foram
calculados utilizando-se o programa GENETIX v. 4.05 e a prova de equilibrio Hardy-
Weinberg o GENEPOP v. 3.1c. Para cada animal foi emitido um parecer do controle de
filiacdo. Observou-se grande variabilidade alélica para a raca, com nimero médio de alelos de
8,70. Os valores médios de He e Ho foram 0,713 e 0,653, respectivamente. O valor médio de
PIC foi 0,671. A probabilidade de exclusdo combinada foi 0,99992. Os lotes de
acasalamentos foram sugeridos na propor¢do macho:fémea minima de 1:13 a maxima de 1:26,
dependendo do tamanho do rebanho. Os testes de paternidade possibilitaram a elaboracédo de
programas reprodutivos individuais para os rebanhos, com vistas a melhorar a gestdo destas
populagdes principalmente sob o ponto de vista genético.
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Summary

The brazilian local breeds constitute an important genetic heritage and genetic variability can
be useful in genetic improvement and selection programs. The objective of this study was to
verify the genetic diversity of brazilian local breed Curraleiro Pé-Duro to propose mating.
Samples of hair bulb from 1073 animals from 19 herds were analyzed. Amplification of 27
DNA microsatellites was performed by PCR. The average number of alleles per locus, allele
frequencies, heterozygosities expected (He) and observed (Ho) and polymorphic information
content (PIC) were calculated using the Microsatellite Toolkit program. The values for
coefficient of cosanguinity were calculated using the GENETIX v. 4.05 and the Hardy-
Weinberg equilibrium test the GENEPOP v. 3.1c. For each animal an opinion of the
affiliation control was issued. Large allelic variability was observed for the breed, with na
average number of alleles of 8,70. The average values of He and Ho were 0,713 and 0,653,
respectively. The average value of PIC was 0,671. The probability of combined exclusion was
0,99992. The mating were suggested at the minimum male:female ratio of 1:13 to the
maximum of 1:26, depending on the size of the herd. Paternity testing enabled the
development of individual reproductive programs for herds in order to improve the
management of these populations, mainly from the genetic point of view.

Introducéo

As racas locais brasileiras constituem importante patriménio genético e a variabilidade
genética pode ser util em programas de selecdo e melhoramento genético. Neste contexto, o
manejo reprodutivo deve ser otimizado, pois na maioria dos rebanhos brasileiros de
conservacdo estd inadequado, com acasalamentos endogamicos, promovendo 0
desaparecimento de genes importantes (Silva et al. 2016).

A diversidade entre animais tem grande relevancia para a gestdo dos recursos genéticos
de determinada populacédo, ja que um individuo pode apresentar inUmeras caracteristicas
fenotipicas e genéticas diferentes dos demais, o que poderia melhorar as racas quando as
relacBes de parentesco sdo pequenas. Essa situacao reforca a importancia do estudo da relacéo
de parentesco entre animais, evidenciando o distanciamento genético entre eles para que se
possa intercambiar material genético entre rebanhos, principalmente de racas que se
encontram em risco de extingdo como a Curraleiro Pé-Duro.

Outro ponto que deve ser destacado nessa problematica sdo as caracteristicas relacionadas
a adaptacdo destes bovinos em diferentes locais no pais, sobrevivendo em ambientes
adversos, sem nunca terem sido submetidos a programas de melhoramento genético, o que
poderia ser Util em situacdes futuras, devendo ser este, entre outros fatores, um dos motivos
que indicam a necessidade da conservacgdo destes recursos genéticos animais.

Para realizar a selecdo de reprodutores em rebanhos com poucos animais, que ndo tenham
escrituracdo zootécnica, acompanhamento técnico e com criadores isolados entre si, como 0
que acontece com racas locais brasileiras, encontra-se grande dificuldade, ja que os
parametros genéticos ndo sdo considerados por parte dos produtores, que se baseiam apenas
em caracteristicas morfoldgicas e por vezes funcionais, fazendo com que a endogamia dos
rebanhos aumente.

No acasalamento endogamico, os individuos selecionados para serem o0s pais da préxima
geracdo sdo aparentados entre si. O principal efeito genético da endogamia é o aumento da
homozigose, além do aparecimento de genes recessivos que podem provocar diminui¢cdo no
mérito genético individual. O coeficiente de endogamia representa a medida do aumento da
homozigose, sendo dependente do tamanho da populagdo, considerando-se que quanto menor



26

a populacdo, em geracdes anteriores, maior € 0 nimero de ancestrais comuns e maior sera o
coeficiente de endogamia (Breda et al. 2004).

Ao se realizar a selegdo de animais para os acasalamentos deve-se estabelecer o sistema
que serd utilizado. Os principais sistemas de acasalamentos sdo monta natural, monta
controlada ou dirigida e inseminacdo artificial. Na monta controlada, os touros s&o mantidos
separados das fémeas e quando o cio é detectado a fémea é encaminhada para junto do touro,
trata-se de um método importante para identificacdo da paternidade. A monta natural se refere
aos touros mantidos junto ao rebanho de fémeas durante toda a estacdo de monta. Em relagéo
a inseminacdo artificial, esta € uma técnica caracterizada pela oportunidade de melhorias
produtivas do rebanho com a utilizacdo de reprodutores de alto potencial genético (Valle et al.
2000).

Como ferramenta a ser utilizada para auxiliar na selecdo de reprodutores para a utilizacéo
em acasalamentos, necessarios para 0s rebanhos em extingdo, tem-se 0s marcadores
moleculares, destacando-se 0s do tipo microssatélites de DNA.

As principais vantagens na utilizagdo de marcadores microssatélites estdo relacionadas a
precocidade de avaliacdo dos animais para caracteristicas especificas, em razéo da tecnologia
que utiliza amostras de DNA, permitindo analises momentos ap0s 0 nascimento ou durante a
fase embrionaria, podendo ser inclusive utilizada em programas de producdo in vitro e
transferéncia de embrides, agilizando e otimizando os sistemas de selecdo genética e producao
animal. Estes marcadores também tém importancia na realizacéo de testes de paternidade e na
identificacdo da distancia genética entre animais (Garcia & Porto-Neto 2006).

A realizacdo de estudos especificos, analises e avaliagdes que resultam na caracterizacéo
genética do rebanho Curraleiro Pé-Duro sdo imprescindiveis para desenvolver programas de
melhoramento genético, acompanhamento e monitoramento dos rebanhos, pois viabiliza a
selecdo de reprodutores, proporcionando a implantacdo de sistemas adequados de
acasalamentos, evitando-se a endogamia, proporcionando maior diversidade genética entre
racas e dentro destas e auxiliando nos processos de conservacgao in situ e ex situ de populacées
ameacadas de extingéo.

Objetivou-se com este trabalho verificar a diversidade genética de animais da raca local
brasileira Curraleiro Pé-Duro para propor acasalamentos.

Material e métodos

Para a realizacdo das provas genéticas de atribuicdo de parentesco e diversidade genética
foram analisadas amostras de pelos de 1073 animais, machos e fémeas com diferentes idades,
pertencentes a 19 rebanhos da raca bovina Curraleiro Pé-Duro, distribuidos em propriedades
localizadas nos Estados de Goias, Piaui, Tocantins e no Distrito Federal (Tabela I). O sistema
de criacdo utilizado nas propriedades era extensivo, sendo 0s animais criados a pasto com
suplementacdo mineral ad libitum. Todos os animais foram identificados por brincos
numerados e marcados.

Foram colhidas amostras de pelos em envelopes de papel e estas foram armazenadas em
temperatura ambiente e, posteriormente enviadas para analises genéticas e moleculares no
Laboratorio de Genética Molecular Aplicada da Universidade de Cordoba, Espanha. Para a
extracdo de DNA das amostras de pelo utilizou-se o método Walsh (Walsh et al. 1991).

Realizou-se a amplificacdo de 27 microssatélites de DNA recomendados pela FAO/ISAG
(Tabela I1), mediante a técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Os fragmentos de
DNA obtidos foram submetidos a eletroforese em sequenciador automatico ABI377XL
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A tipificacdo alélica e analise dos fragmentos
foram realizadas com o auxilio dos programas Genescan Analysis 3.1.2 e Genotyper 2.5.2
respectivamente, por meio do programa Genescan® 400HD ROX Size Standard. Estas
atividades foram realizadas no Laboratorio de Genética Molecular Aplicada da Universidade
de Cérdoba, Espanha. A probabilidade de exclusdo por marcador (PE) e para o conjunto de
marcadores (PEC) se calculou com o auxilio do programa informatico CERVUS v.3.0
(Marshall et al. 1998).

Foi calculado o nimero médio de alelos por loco (NA), as frequéncias alélicas, as
heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho) e o conteldo de informacdo polimorfica
(PIC) por marcador microssatélite por meio do programa Microsatellite Toolkit software para
Excel (Park 2001).

Os valores de coeficiente de consanguinidade (Fis) com intervalo de confianca de 95%
foram calculados utilizando-se o programa informatico GENETIX v. 4.05 (Belkhir et al.
2003). A prova de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) foi realizada pelo programa GENEPOP
v. 3.1c (Raymond & Rousset 1995), que aplica o teste exato de Fisher usando o método em
cadeia de Monte Carlo Harkov (Guo & Thompson 1992).

Estas analises possibilitaram a realizacdo dos testes de paternidade, onde foram efetuados
controles de filiagcdo por meio da comparacédo direta da formula genética do animal em estudo
com as formulas dos pais propostos. Para cada animal foi emitido um parecer do controle de
filiacdo, podendo este ser compativel, negativo para pai e mée, negativo para pai, negativo
para mae, negativo para pai ou mae.

Foram sugeridos acasalamentos para estes rebanhos apOs a andlise dos testes de
paternidade dos animais, indicando-se 0s possiveis touros e as fémeas, dividindo-se o0s
rebanhos de cada propriedade em lotes, evitando-se a utilizacdo de reprodutores aparentados
com as fémeas. Para a proposta de acasalamentos observou-se a distancia genética entre 0s
pares de individuos comparados, sendo que o0s touros que possuiam filhas no lote nédo
poderiam ser utilizados neste e para aqueles que tinham grande quantidade de filhas no
rebanho sugeriu-se a troca ou substituicdo por outro sem parentesco, com vistas a evitar 0s
acasalamentos consanguineos. As sugestbes para 0s acasalamentos foram realizadas
considerando-se também uma proporcdo macho:fémea que poderia ser utilizada em qualquer
sistema de acasalamentos, trabalhando-se com nimero de fémeas compativel com o objetivo
do programa, a conservacao de recursos genéticos animais.

Resultados

Os resultados da andlise dos 27 marcadores microssatélites de DNA utilizados no estudo
de caracterizacdo genética do bovino Curraleiro Pé-duro estdo apresentados na Tabela IlI.
Todos 0s microssateélites apresentaram-se informativos e polimorficos, mostrando no minimo
5 alelos para o microssatélite INRA035 e no maximo 13 alelos para o marcador HAUT?24.
Observou-se grande variabilidade alélica para a raca Curraleiro Pé-Duro, onde o numero
médio de alelos por loco foi 8,70.

A heterozigosidade esperada variou entre 0,473 e 0,821, enquanto a heterozigosidade
observada variou entre um minimo de 0,361 e um maximo de 0,843 para o0 marcador
TGLA122. Os valores médios de He e Ho foram 0,713 e 0,653, respectivamente. O valor
médio de contetdo de informacdo polimorfica foi 0,671, sendo os marcadores TGLAO53 e
TGLA122 os que apresentaram os maiores valores de PIC, 0,793 e 0,790, respectivamente.
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Na Tabela I11 estd demonstrado também o valor de desvio do equilibrio Hardy-Weinberg
(p-valor), indicando que 14 dos 27 marcadores se desviaram significativamente do equilibrio
de Hardy-Weinberg.

O coeficiente de consanguinidade (Fis) mostrou que nove microssatélites detectaram um
excesso significativo de homozigotos na populagéo (Tabela I1I).

Os resultados do controle de filiagdo realizado com a utilizagdo de marcadores
microssatélites de DNA demonstraram uma probabilidade de exclusdo combinada (PEC) de
0,99992 quando os dois progenitores eram conhecidos. Todas as amostras foram genotipadas
com o painel de microssatélites de DNA e suas formulas genéticas ficaram depositadas no
Laborat6rio de Genética Molecular Aplicada de Cordoba para futuras provas de identificacdo
individual e controle de filiagdo em um banco de dados.

O controle de filiacdo dos rebanhos analisados estd apresentado na Tabela 1V. O
resultado foi: 1. compativel com ambos os pais indicou que o individuo avaliado foi
compativel com o pai e a mde propostos, sendo que o gendtipo do individuo é fruto da
combinagdo dos alelos presentes nos genétipos de ambos 0s progenitores; 2. incompativel
com pai e mée, sendo o individuo incompativel com a mée e com o pai propostos, o genotipo
do individuo ndo tém possibilidade de ter surgido da combinacdo alélica dos genétipos dos
progenitores; 3. negativo para pai, o individuo € compativel com a mée proposta, mas é
incompativel com o pai proposto, sendo que o pai ndo compartilha nenhum alelo com o
individuo; 4. negativo para méde, o individuo é compativel com o pai proposto, mas é
incompativel com a mae proposta; 5. negativo para pai ou mae, onde um dos progenitores
propostos € incompativel com o individuo, mas ndo se pode determinar qual deles é o
incompativel, neste caso um dos alelos do gendtipo do individuo esta presente em ambos os
progenitores, mas 0 outro ndo, sendo assim, nao se pode saber qual deles trazem este alelo.

Na Tabela 1V, quatro rebanhos, C9, C11l, C13 e C14 demonstraram 100% de
incompatibilidade com ambos os pais propostos.

Conforme a Tabela IV, os rebanhos C7, C8 e C18 apresentaram compatibilidade com o
proposto pai inferior a 10% do total de individuos amostrados. Os grupos C1, C5, C6 e C15
demonstraram compatibilidade com o suposto pai entre 20% e 30% do total de amostras dos
seus grupos, enguanto o C2 demonstrou esta caracteristica entre 30% a 40% do total de
individuos amostrados em seu rebanho. J& os grupos C4, C12, C16 e C17 obtiveram entre
40% e 50% de pais compativeis em seus rebanhos. Quanto a compatibilidade genética com as
mées propostas, apenas 0s grupos C16 e C17 apresentaram esta caracteristica, sendo 0s
valores de 2,08% e 13,63%, respectivamente. Os rebanhos C4 e C17 apresentaram
compatibilidade com ambos os pais propostos de 2,63% e 4,54%, respectivamente.

A partir dos resultados dos testes de paternidade foram sugeridos acasalamentos para 0s
rebanhos da raca Curraleiro Pé-Duro (Tabela V), mediante a formacdo de lotes, rodizio de
touros, utilizacdo de diferentes sistemas de acasalamentos como monta natural, monta
controlada e inseminacdo artificial, para estimular o aumento do nimero de animais e 0
controle da endogamia, visando o inicio de um trabalho de melhoria da gestdo genética destas
racas, com planejamento. Foi sugerido o descarte de touros com muitos filhos no rebanho e de
machos aparentados, sendo que este pode ser realizado por meio de permutas/intercambio de
material genético com outros produtores.

Os acasalamentos sugeridos consideraram o numero médio de fémeas em fase
reprodutiva nos rebanhos, o nimero de touros das propriedades, a facilidade para execucdo
dos programas pelos criadores e principalmente os resultados de paternidade, onde os touros
com grande namero de filhas no rebanho foram descartados e sugeriu-se a aquisi¢do de outros
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touros. Os lotes de acasalamentos foram montados na propor¢do macho:fémea minima de
1:13 a maxima de 1:26, dependendo do tamanho do rebanho.

Discussao

A raca Curraleiro Pé-Duro apresentou nimero médio de alelos por loco de 8,70, nimero
semelhante ao encontrado por Carneiro et al. (2007) para a raca Nelore que foi 8,20 alelos por
loco, em trabalho que avaliou onze marcadores microssatélites de DNA, enquanto Rodrigues
et al. (2002) em estudo que avaliou a raca Gir, encontraram 7,00 alelos por loco.

A média de alelos por loco encontrada na raca Curraleiro Pé-Duro mostrou que apesar de
ser um rebanho que se encontra em risco de extincdo, tendo um nimero reduzido de animais,
se compara as ragas que possuem ndmero expressivo de individuos, como a raga Nelore,
considerada a mais criada no Brasil. Apesar da populacdo pequena quando comparada com
outras comerciais, esta raca local demonstrou que a populagdo efetiva da raca tem sido
importante para manter a variabilidade genética intra-racial, tendo reprodutores e matrizes que
contribuem efetivamente para evitar a perda de alelos ao longo das geracGes. Neste conceito,
a variabilidade genética na populacédo justifica-se na garantia de respostas a selecdo, seja a
curto ou longo prazo e principalmente para fins de conservacdo de recursos geneticos e de
acordo com Yorinori & Kiihl (2001) e Hill (2000) representa também maiores chances de
estabilidade da producdo, o que pode auxiliar a raga em estudo em programas de conservacao
e melhoramento genético.

Os valores medios de He (0,713) e Ho (0,653) se mantiveram conforme aos valores
esperados para 0s locos. Carneiro et al. (2007) encontraram valores medios de Ho para a raca
Nelore de 0,42, considerado um valor baixo em comparacdo com outras ragas, sendo o
marcador que apresentou o valor maximo de Ho em seu estudo o TGLA122 (0,92),
concordando com os resultados aqui obtidos, onde este marcador também demonstrou o
maior valor de Ho (0,843). Rendo et al. (2004) e Radko et al. (2005) observaram valores de
Ho entre 0,60 e 0,75 ao utilizarem racas autdctones em extincdo e racas de ampla
representacdo, semelhantes aos valores médios encontrados neste estudo. Valores altos de
heterozigosidade observada (0,88) foram relatados por Almeida et al. (2000) em Brangus
Ibagé.

A heterozigosidade representa uma medida de variagdo em uma populagdo por
quantificar os heterozigotos para um loco ou todos os locos. Os valores encontrados neste
estudo para He e Ho indicaram a diversidade genética da raca Curraleiro Pé-Duro com valores
altos comparando-se com racas em extin¢ao e racas comerciais. As diferencas encontradas
entre locos marcadores indicam, de acordo com Sanchez (2008) que em certos locos os alelos
estdo sujeitos a maior pressdo de selecdo, que resulta em variacoes alélicas.

O valor médio encontrado para o PIC neste estudo foi 0,671, sendo os marcadores com 0s
maiores valores 0 TGLA053 (0,793) e TGLA122 (0,790). O valor medio do PIC encontrado
por Carneiro et al. (2007) foi 0,640, valor abaixo do encontrado neste estudo. Altos valores de
PIC (0,86) para 0 microssatélite TGLA122 também foram relatados por Almeida et al. (2000)
em Brangus Ibagé.

Considerando-se que o PIC com valor superior a 0,50 indica que o marcador € muito
informativo, de acordo com Botstein et al. (1980) todos os marcadores foram considerados
muito informativos, se tratando de deteccdo de variabilidade genética no bovino Curraleiro
Pé-Duro, com excecdo do microssatélite INRAO35 que é medianamente informativo, com PIC
0,435.
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De acordo com os resultados obtidos, os marcadores microssatélites utilizados indicaram
ser eficientes para determinacdo de paternidades. Segundo Yang et al. (2013) os
microssatélites tém sido muito eficazes na deteccao de variacGes genéticas no DNA por serem
numerosos, distribuidos por todo o genoma, possuirem genética mendeliana e ainda
apresentarem carater codominante.

O valor de desvio do equilibrio Hardy-Weinberg (p-valor) indicou que a populacéo
analisada se encontra em desequilibrio de Hardy-Weinberg. Acredita-se que existe algum tipo
de desequilibrio na populacdo analisada devido um excesso significativo de homozigotos ou
uma possivel subestrutura genética. Este resultado se assemelha ao encontrado em ragas com
baixo nimero de heterozigotos como Nelore e Holandesa, fato que pode ser explicado por
acasalamentos endogamicos, segundo Maudet et al. (2002). No entanto, uma explicacdo que
parece mais provavel para racas com pequena populacdo como € o caso da Curraleiro Pé-
Duro, seria a subdivisdo populacional e a deriva genética, fatores que também foram
levantados por Martin-Burriel et al. (1999) em seus estudos.

Analisando-se 0 F;s observou-se que nove microssatélites detectaram excesso de
homozigotos na populacdo. Considerando que o coeficiente de consanguinidade mede a
probabilidade de dois alelos de um mesmo loco serem idénticos por descendéncia, verificou-
se a existéncia de endogamia no rebanho. Entretanto, ao analisar o Fis juntamente com os
outros indices que avaliam a diversidade genética, como nimero de alelos por loco, He, Ho e
EHW observou-se que apesar de alguns marcadores terem apresentado excesso de
homozigotos, em rebanhos com acasalamentos nédo direcionados e com pequeno nimero de
animais e podendo ainda ter efeito da migracéo e deriva genética, estes dados sdo facilmente
compreendidos, podendo-se inferir que a endogamia apresentada ficou dentro de parametros
ja esperados, comprovando a variabilidade genética presente nesta raga.

Analisando-se os resultados foi verificado que o bovino Curraleiro Pé-Duro apresentou
elevada diversidade genética intra-racial. No entanto, seria interessante acompanhar a
evolucdo da diversidade genética por anos consecutivos para verificar se a gestdo genetica da
mesma esta correta. Como a manutencao da variabilidade genética intra-racial é um aspecto
importante para a conservacdo animal é necessario descrever a sua estrutura, avaliando se
existem desequilibrios e se ocorreram afunilamentos ao longo das geracGes, considerando que
a populacdo seja um conjunto de individuos em permanente renovacdo. Segundo Carolino et
al. (2008) para realizar a conservacdo de recursos genéticos animais deve-se fazer uma
caracterizacdo demografica das populacées, que inclui a dimensdo das criacdes, a faixa etéria,
a utilizacdo excessiva de poucos reprodutores e as trocas de material genético entre as
criagdes.

O valor para probabilidade de exclusdo combinada de 0,99992 encontrado quando os dois
progenitores eram conhecidos, de acordo com o teste de paternidade, comprovou a eficiéncia
dos marcadores utilizados neste estudo, onde valores maiores que 0,999 para todos os locos
sdo considerados satisfatdrios, segundo Marshall et al. (1998).

O banco de dados do Laboratério de Genética Molecular Aplicada de Cérdoba com os
1073 animais amostrados neste estudo aumentou a quantidade de informacdes genealdgicas a
respeito de animais da raca Curraleiro Pé-Duro, o que pode facilitar estudos futuros, auxiliar
na gestdo de populacdes e ainda na conservacao da mesma.

Nos quatro rebanhos da raca estudada, C9, C1l, C13 e C14 (Tabela 1V), que
demonstraram 100% de incompatibilidade com ambos os pais propostos, possivelmente os
progenitores ndo se encontravam mais entre os animais do rebanho ou entre 0s animais
amostrados. J& para os grupos C4, C12, C16 e C17 que obtiveram entre 40% e 50% de pais
compativeis em seus rebanhos sdo indicadas formacBes de novos lotes para reproducéo,
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visando maior controle da consanguinidade, uma vez que, aproximadamente a metade de cada
um dos rebanhos estaria com seus progenitores nestes.

Os testes de paternidade possibilitaram a elaboracdo de programas reprodutivos para 0s
rebanhos, com vistas a melhorar a gestdo genética destas populacdes. O esquema reprodutivo
foi proposto evitando-se a endogamia nos rebanhos, buscando aumentar a variabilidade
genética.

Verificou-se que na maioria dos rebanhos estudados ndo s&o realizados manejos
frequentes ou rotineiros dos bovinos, sendo estes criados soltos, longe das sedes das fazendas
e em pastos nativos. Diante disso, foi proposto que o sistema de acasalamentos dos rebanhos
da raca Curraleiro Pé-Duro fosse escolhido pelos criadores, por conhecerem a realidade de
suas propriedades, 0 acesso as tecnologias, a disponibilidade de infraestrutura e mao-de-obra,
dentre outros fatores. De acordo com Gama et al. (2004) racas autdctones portuguesas foram
inseridas em um programa de melhoramento genético, em que o objetivo foi tornar a raca
mais eficiente e competitiva em relacdo as racas exoticas e que se encontrou dificuldade
generalizada quanto ao uso da inseminagdo artificial, sendo esta ferramenta pouco utilizada,
tornando a difusdo de reprodutores selecionados e as avaliagdes genéticas comprometidas.
Este exemplo demonstra que o sistema de acasalamentos pode ser um entrave na implantacao
de qualquer programa, se ndo condizer com a realidade de cada criagéo.

O rodizio de touros sugerido para os rebanhos deve ser considerado em funcdo do tempo
de utilizacdo dos reprodutores nos rebanhos, da formacéo dos lotes, da disponibilidade de
touros dissimilares geneticamente das fémeas, respeitando-se a formacdo dos lotes e as
designacdes das paternidades, de forma que as novilhas que entrardo para o programa de
acasalamentos posteriormente, ndo sejam acasaladas com seus pais ou parentes e sim que
formem outros lotes com outros reprodutores, aumentando a diversificacdo de reprodutores e
matrizes, principalmente se for adotado 0 método de inseminacao artificial.

Estes acasalamentos devem ser cuidadosamente analisados, pois influenciam diretamente
na manutencdo da variabilidade genética intra-racial ao evitar a perda de genes ou alelos entre
as geracdes e na variabilidade genética inter-racial, contribuindo para se evitar a extingédo de
racas.

Conclusao

A raca Curraleiro Pé-Duro apresentou grande variabilidade genética intra-racial,
demonstrando que apesar de estar em extingdo possui rebanhos com muita diversidade
genética para acasalamentos.
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Tabela 1. Identificacdo dos criatdrios, numero de amostras de DNA para os testes de
paternidade, sexo dos animais (Fémea/Macho-bezerros), nimero de touros supostos pais,
cddigo do grupo e total de animais da raca Curraleiro Pé-Duro (ldentification of breeders,
number of DNA samples for paternity tests, gender of animals (Female/Male-calves), number
of bulls presumed to be fathers, group code and total number of Curraleiro Pé-Duro).

N° de
Identificacdo da Localizacio N° de Sexo touros Cddigo
Fazenda amostras  (F/M)  supostos do grupo

pais
Florzeira Campestre - GO 203  148F/49M 6 C1
Chiqueiro Dantas  Agua Fria - GO 66 56F / 7TM 3 C2
Coqueiro Pirendpolis - GO 59 54F 5 C3
Garganta da Serra  Pilar de Goiéas - GO 42 38F 4 C4
Maracana Monte Alegre de Goias - GO 44 34F / 8M 2 C5
Sitio Novo Mimoso de Goiés - GO 74 53F /12M 9 C6
Recanto Mogy Planaltina de Goiés - DF 48 37F 1 8M 3 c7
Anhanguera | Guarai - TO 80 75F | 2M 3 C8
Barra Mansa Il Porto Nacional - TO 41 39F 2 C9
Ponta D’agua Sucupira- TO 17 16F 1 C10
Recanto Azul Chapada da Natividade - TO 16 15F 1 Cl1
Convencido Campo Maior - PI 29 27 2 C12
Cruz Alta Campo Maior - PI 37 35F 2 C13
Alto da Cruz Campo Maior - PI 15 13F 2 Cl14
Apati Campo Maior - PI 15 13F 2 C15
ﬁrgggapa Meio Sé&o Jodo do Piaui - PI 148 105F / 39M 4 C16
Espirito Santo Oeiras - Pl 49 35F / 9M 5 C17
Faveira Elesb&o Veloso - Pl 50 45F | 2M 3 C18
Mangal Palmeirais - Pl 40 37F 3 C19
TOTAL 1073
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Tabela Il. Microssatélites analisados (STR), cromossomos (crom.), tamanhos em pares de
bases (pb), sequéncias de primers diretos e reversos e referéncias bibliograficas
(Microsatellites analyzed (STR), chromosomes (crom), base pair sizes (pb), direct and reverse
primers sequences and bibliographic references).

STR Crom. Tamanho Primers Direto e Reverso Referéncia
(pb)
BM1314 26 173-203 TTCCTCCTCTTCTCTCCAAA ATCTCAAACGCCAGTGTGG Bishop & Kappes
C 1994
BM1818 23 90-110 AGCTGGGAATATAACCAAA AGTGCTTTCAAGGTCCATG Bishop & Kappes
GG C 1994
BM1824 1 134-165 GAGCAAGGTGTTTTTCCAA CATTCTCCAACTGCTTCCTT Bishop & Kappes
TC G 1994
BM2113 2 104-130 GCTGCCTTCTACCAAATAC CTTCCTGAGAGAAGCAACA Bishop & Kappes
CcC cC 1994
BM8125 17 128-157 CTCTATCTGTGGAAAAGGT GGGGGTTAGACTTCAACAT Bishop & Kappes
GGG ACG 1994
CSRM60 10 180-200 AAGATGTGATCCAAGAGAG AGGACCAGATCGTGAAAGG Moore & Byrne
AGGCA CATAG 1994
CSSM66 14 282-315 ACACAAATCCTTTCTGCCA AATTTAATGCACTGAGGAG Barendse et al.
GCTGA CTTGG 1994
ETHO003 19 254-290 GAACCTGCCTCTCCTGCATT ACTCTGCCTGTGGCCAAGT Solinas Toldo &
GG AGG Fries 1993
ETHO010 5 160-195 GTTCAGGACTGGCCCTGCT CCTCCAGCCCACTTTCTCTT Solinas Toldo &
AACA CTC Fries 1993
ETH185 17 105-145 TGCATGGACAGAGCAGCCT GCACCCCAACGAAAGCTCC steffen & Eggen
GGC CAG 1993
ETH225 9 240-260 GATCACCTTGCCACTATTTC ACATGACAGCCAGCTGCTA Steffen & Eggen
CT CT 1993
HAUT24 22 120-146 CTCTCTGCCTTTGTCCCTGT AATACACTTTAGGAGAAAA Thieven et al.
ATA 1997
HAUT27 27 203-232 TTTTATGTTCATTTTTTGAC AACTGCTGAAATCTCCATC Thieven et al.
TGG TTA 1997
HELO09 8 102-136 CCCATTCAGTCTTCAGAGG CACATCCATGTTCTCACCAC Kaukinen &
T Varvio, 1993
HEL13 11 215-240 TAAGGACTTGAGATAAGGA CCATCTACCTCCATCTTAAC Kaukinen &
G Varvio, 1993
ILSTS006 7 141-182 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG ACACGGAAGCGATCTAAAC Brezinsky et al.
G 1993
ILSTS011 14 150-170 GCTTGCTACATGGAAAGTG CTAAAATGCAGAGCCCTAC Brezinsky et al.
C C 1993
INRAO23 3 75-107 GAGTAGAGCTACAAGATAA TAACTACAGGGTGTTAGAT Vaiman et al.
ACTTC GAACTC 1994
INRA032 11 100-122 AAACTGTATTCTCTAATAG GCAAGACATATCTCCATTC Vaiman et al.
CTAC CTTT 1994
INRAO35 16 153-173 ATCCTTTGCAGCCTCCACAT TTGTGCTTTATGACACTATC Vaiman et al.
TG CG 1994
INRAQO37 10 180-200 GATCCTGCTTATATTTAACC AAAATTCCATGGAGAGAGA Vaiman et al.
AC AAC 1994
INRAOG3 18 265-285 ATTTGCACAAGCTAAATCT AAACCACAGAAATGCTTGG Vaiman et al.
AACC AAG 1994
MM12 9 190-225 CAAGACAGGTGTTTCAATC ATCGACTCTGGGGATGATG Mommens et al.
T T 1994
SPS115 15 100-130 AAAGTGACACAACAGCTTC AACGAGTGTCCTAGTTTGG Moore & Byrne
TCCAG CTGTG 1994
TGLAO053 16 150-180 GCTTTCAGAAATAGTTTGC ATCTTCACATGATATTACA  Kappes et al. 1997
ATTCA GCAGA
TGLA122 21 120-145 CCCTCCTCCAGGTAAATCA AATCACATGGCAAATAAGT Barendse et al.
GC ACATAC 1994
TGLA227 18 171-191 CGAATTCCAAATCTGTTAA ACAGACAGAAACTCAATGA Kappes et al. 1997
TTTGCT AAGCA




36

Tabela I11. Microssatélites analisados, nimero de alelos por marcador (NA), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), contetudo de informagéo polimorfica (PIC),
coeficiente de consanguinidade (Fis) e valor de equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor)
(Microsatellites analyzed, number of alleles per marker (NA), expected heterozygosity (He),
observed heterozygosity (Ho), polymorphic information content (PIC), inbreeding coefficient
(Fis) and Hardy-Weinberg equilibrium value (p- valor)).

Microssatélite NA He Ho PIC Fis p-valor
BM1314 12 0,808 0,743 0,778 0,081 (-0,035-0,179) 0,000***
BM1818 8 0,686 0,645 0,629 0,061 (-0,079-0,198) 0,703
BM1824 8 0,730 0,735 0,676 -0,008 (-0,169-0,144) 0,000***
BM2113 9 0,728 0,721 0,685 0,009 (-0,126-0,142) 0,794
CRSM60 7 0,652 0,693 0,610 -0,063 (-0,181-0,049) 0,923
CSSM66 9 0,659 0,556 0,630 0,158 (0,001-0,303)** 0,000***
ETHO003 9 0,774 0,667 0,732 0,140 (0,004-0,255)** 0,030*
ETHO010 7 0,673 0,718 0,611 -0,067 (-0,233-0,086) 0,007**
ETH185 12 0,804 0,614 0,771 0,237 (0,095-0,370)*** 0,001**
ETH225 8 0,814 0,690 0,779 0,154 (0,002-0,291)** 0,013*
HAUT24 13 0,807 0,636 0,784 0,213 (0,050-0,364)*** 0,000***
HAUT?27 9 0,595 0,533 0,550 0,104 (-0,050-0,261) 0,229
HELO09 10 0,792 0,795 0,760 -0,003 (-0,106-0,101) 0,233
HEL13 6 0,654 0,594 0,607 0,091 (-0,048-0,228) 0,571
ILSTS006 6 0,667 0,568 0,620 0,150 (-0,017-0,316) 0,016*
ILSTS011 7 0,568 0,534 0,504 0,060 (-0,148-0,240) 0,148
INRAO23 11 0,633 0,542 0,602 0,145 (-0,012-0,295) 0,002**
INRAQ32 9 0,781 0,813 0,744 -0,040 (-0,141-0,065) 0,278
INRAO35 5 0,473 0,361 0,435 0,239 (0,014-0,453)*** 0,005**
INRAO37 9 0,821 0,787 0,789 0,042 (-0,066-0,153) 0,299
INRAO063 6 0,650 0,677 0,584 -0,043 (-0,208-0,129) 0,378
MM12 10 0,760 0,636 0,715 0,164 (0,018-0,295)** 0,002**
SPS115 6 0,583 0,631 0,539 -0,082 (-0,222-0,046) 0,971
TGLAOQ53 11 0,821 0,621 0,793 0,245 (0,096-0,375)*** 0,000***
TGLA122 12 0,821 0,843 0,790 -0,027 (-0,135-0,077) 0,487
TGLA126 6 0,698 0,485 0,638 0,306 (0,144-0,457)*** 0,000***
TGLA227 10 0,806 0,806 0,771 -0,001 (-0,117-0,112) 0,892
Média 8,70 0,713 0,653 0,671

*p-valor < 0,05, **p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,001.
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Tabela IV. Resultados, em porcentagem, de controles de filiagdo de 19 rebanhos da raca
Curraleiro Pé-Duro do Brasil (Results, in percentage, of controls of affiliation of 19 herds of
Curraleiro Pé-Duro breed in Brazil).

Cédigo  Compativel Compativel ~Compativel Incompatlvgl Negativo Negativo Negatwt_)

do com ambos . x com pai e mae . para para pai
. com pai com méae para pai N ~

rebanho 0s pais propostos méae ou mée
C1 - 23,20 - 76,80 - - -
C2 - 33,33 - 66,67 - - -
C3 - 18,52 - 81,48 - - -
Cc4 2,63 50,00 - 47,37 - - -
C5 - 23,81 - 76,19 - - -
C6 - 23,08 - 76,92 - - -
Cc7 - 6,67 - 93,33 - - -
C8 - 9,09 - 90,91 - - -
C9 - - - 100 - - -
C10 - 12,5 - 87,5 - - -
Cl11 - - - 100 - - -
C12 - 44,44 - 55,56 - - -
C13 - - - 100 - - -
Cl4 - - - 100 - - -
C15 - 23,08 - 76,92 - - -
C16 - 48,61 2,08 49,31 - - -
C17 4,54 43,18 13,63 38,65 - - -
C18 - 4,25 - 95,75 - - -

C19 - 10,81 - 89,19 - - -
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Tabela V. Proporcéo de lotes de animais para acasalamentos em dezenove rebanhos da raca
Curraleiro Pé-Duro por quatro anos, cédigo do rebanho (CR), nimero de lotes de fémeas
(LF), namero médio de fémeas/lote (NF/L), namero de touros utilizados (NT), nimero de
touros/machos descartados (TD), tempo de utilizagdo do reprodutor no lote em anos (TUR),
rodizio de touros em anos (RT), namero de reprodutores adquiridos (NRA) (Proportion of lots
of animals for mating in nineteen herds of the Curraleiro Pé-Duro for four years, herd code
(CR), number of lots of females (LF), average number of females/lot (NF/L), number of bulls
used (NT), number of discarded bulls/males (TD), time of use of the breeder in the lot in years
(TUR), rotation of bulls in years (RT), of breeding stock (NRA)).

CR LF NF/L NT TD TUR RT NRA
(anos) (anos)
Cl 6 25 6 49 2 2 0
C2 3 19 3 7 2 2 0
C3 3 18 3 2 2 2 0
C4 2 19 2 2 2 2 0
C5 2 17 2 8 2 2 0
C6 3 18 3 18 2 2 0
C7 2 18 2 9 2 2 0
C8 4 19 4 1 2 2 0
C9 2 20 2 0 2 2 0
C10 1 16 1 1 2 2 1
C11 1 15 1 0 2 2 0
C12 2 14 2 1 2 2 1
C13 2 18 2 0 2 2 0
Cl4 1 13 1 0 2 2 0
C15 1 13 1 2 2 2 1
C16 4 26 4 41 2 2 2
C17 2 18 2 12 2 2 0
C18 2 23 2 3 2 2 0
C19 2 19 2 1 2 2 0
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CAPITULO 3 - DIVERSIDADE GENETICA DE BOVINOS PANTANEIRO

X7 Articulo/Article

[7 Nota corta/Short note

[7 Revision/Revisién

[ Carta al Editor/Letter to the Editor
[7In Memoriam

Area de genética y etonologia/Area of genetics and ethnology.
Genetic diversity of Pantaneiro cattle

Bovinos em extincéo.
Bovino local brasileiro.
Marcadores moleculares.
Programa de acasalamentos.

Selecdo de reprodutores.

Cattle in extinction.
Brazilian local cattle.
Molecular markers.
Mating program.

Selection of breeders.

Resumo

O Pantaneiro € uma raca bovina local brasileira em risco de extincdo, adaptada a regido do
Pantanal. Com este estudo objetivou-se avaliar a diversidade genética de rebanhos Pantaneiro
para propostas de acasalamentos. Foram analisadas amostras de pelos de 290 animais, de
quatro rebanhos distintos. Foram amplificados 27 microssatélites de DNA, mediante PCR. Foi
calculado o numero médio de alelos por loco, as frequéncias alélicas, as heterozigosidades
esperada (He) e observada (Ho) e o conteddo de informacao polimérfica (PIC) por meio do
programa Microsatellite Toolkit. Os valores de coeficiente de consanguinidade foram
calculados utilizando-se o programa GENETIX v. 4.05 e a prova de equilibrio Hardy-
Weinberg o GENEPOP v. 3.1c. Para cada animal analisado foi emitido um parecer do
controle de filiagdo. Observou-se grande variabilidade alélica para o rebanho Pantaneiro, com
namero médio de alelos por loco de 6,80. Os valores médios de He e Ho foram 0,701 e 0,672,
respectivamente. O valor médio de PIC foi 0,655. A probabilidade de exclusdo combinada foi
0,99992. Os lotes de acasalamentos foram propostos na propor¢cdo macho:fémea minima de
1:13 a maxima de 1:21, dependendo do tamanho do rebanho. Os testes de paternidade
possibilitaram a elaboracdo de programas de acasalamentos para os rebanhos, com vistas a
melhorar a gestdo genética destas populacdes.
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Summary

The Pantaneiro is a brazilian local bovine breed in danger of extinction, adapted to the
Pantanal region. This study aimed evaluate the genetic diversity of herds Pantaneiro for
matings. Samples of hair bulb of 290 animals, from four different herds were analyzed. 27
DNA microsatellites were amplified by PCR. The average number of alleles per loci, allele
frequencies, heterozygosities expected (He) and observed (Ho) and polymorphic information
content (PIC) were calculated using the Microsatellite Toolkit program. The values for
coefficient of inbreeding were calculated using the GENETIX v. 4.05 and the Hardy-
Weinberg equilibrium test the GENEPOP v. 3.1c. For each animal analyzed an opinion of the
control of affiliation was issued. Large allelic variability was observed for the Pantaneiro
herd, with na average number of alleles per loci of 6,80. The average values of He and Ho
were 0,701 and 0,672, respectively. The mean value of PIC was 0,655. The probability of
combined exclusion was 0,99992. The mating lots were proposed at the minimum
male:female ratio of 1:13 to the maximum of 1:21, depending on the size of the herd. The
paternity tests enabled the elaboration of breeding programs for the herds, in order to improve
the genetic management of these populations.

Introducéo

O Pantaneiro € uma raca local em risco de extin¢éo, adaptada ao bioma Pantanal, que é
conhecido pelas variagfes climaticas que culminam com altas temperaturas no verdo e com
alagamentos por longos periodos durante o ano. Este bovino passou por anos de selecdo
natural, tornando-se muito resistente as condi¢fes adversas dessa regido.

Quando comparado as racas exdticas especializadas, o bovino Pantaneiro é considerado
menos produtivo, situacdo enfrentada pelas racas locais, sendo um dos motivos pelo baixo
interesse para criacdo. No entanto, os rebanhos locais tém caracteristicas regionais
importantes que podem ser utilizadas nos programas de melhoramento genético (Primo et al.
1992).

Apo6s a chegada dos zebuinos na regido do Pantanal foram realizados cruzamentos
absorventes entre os animais locais e 0s zebuinos, principalmente da raca Nelore, obtendo
animais F1 de alta heterose, com o objetivo de melhorar a produtividade. Com isso, ocorreu
uma acentuada perda de diversidade genética dos bovinos Pantaneiro (Sereno 2002, Rangel et
al. 2004).

A perda da diversidade genética de rebanhos locais pode ser diminuida mantendo-se a
variabilidade genética por meio de programas de conservacdo de recursos genéticos in situ,
com a manutencao do animal em seu habitat natural e ainda ex situ, com a manutencéo fora
do ambiente natural, utilizando-se dessa forma de bancos de germoplasma, sendo executados
por Institutos de Pesquisas e Universidades (Egito et al. 2002, Costa & Martins 2008).

Com o propdsito de conservacdo in situ e ex situ destes recursos animais, a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) desenvolveu o nucleo de criacdo in situ do
bovino Pantaneiro na Fazenda Nhumirim e também conservacdo ex situ com a manutencdo de
bancos de germoplasma na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), sendo
essas acOes executadas pelo Programa Nacional de Conservacdo de Recursos Genéticos
Animais (Egito 2007).

A caracterizacdo genética de populacbes € fundamental para os programas de
conservagdo de recursos genéticos animais, pois avalia a distancia genética entre estas e
auxilia na escolha dos animais a serem utilizados na conservagdo ex situ e in situ, por meio da
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estimativa de indices de similaridade entre os individuos, possibilitando a indicacdo de
acasalamentos que favorecerdo a manutencao da variabilidade genética e evitando-se esforcos
na manutencdo de amostras semelhantes (Egito, 2007).

Segundo Faria et al. (2010) varios programas de selecdo e acasalamentos tém sido
propostos para aperfeicoar o uso da variabilidade genética em populacdes de animais
domésticos, assegurando maiores taxas de respostas, minimizando os efeitos negativos da
elevagédo da endogamia.

O sistema de acasalamento também deve ser considerado, ja que influencia a
variabilidade genética do rebanho, podendo aumentar a taxa de endogamia, que por sua vez,
acontece devido ao acasalamento de individuos aparentados, aumentando-se a homozigose e
diminuindo-se a heterozigose (Malhado el al. 2008, Queiroz et al. 2000).

Uma tecnologia que pode ser utilizada para identificacdo de individuos em uma
populacdo e determinacdo da probabilidade de parentesco entre dois individuos sdo 0s
marcadores microssatélites de DNA (Aradjo 2004), muito utilizados na genética de
populacdes, por permitir a estimacdo dos niveis de variabilidade genética dentro das
populacdes e analisar as relagdes genéticas entre elas, facilitando o estudo da diversidade
genética entre animais domésticos ameacados de extingdo (Menezes 2005).

Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar a diversidade genética de rebanhos
Pantaneiro para propostas de acasalamentos.

Material e métodos

A realizacdo das provas geneticas de atribuicdo de parentesco e diversidade geneética das
populacdes de bovinos Pantaneiros contou com amostras de pelos de 290 animais,
pertencentes a quatro rebanhos de propriedades rurais localizadas nos Estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (Tabela I). O sistema de criagdo utilizado nas propriedades era
extensivo, sendo os animais criados a pasto com suplementacdo mineral ad libitum. Todos 0s
animais foram identificados por brincos numerados e marcados.

As amostras de pelos foram coletadas em envelopes de papel e armazenadas em
temperatura ambiente e, posteriormente enviadas para analises genéticas e moleculares no
Laboratorio de Genética Molecular Aplicada da Universidade de Cordoba, Espanha. Para a
extracdo de DNA das amostras de pelo utilizou-se o método Walsh (Walsh et al. 1991).

Foram amplificados 27 microssatélites de DNA, sendo estes recomendados pela
FAO/ISAG para utilizacdo em bovinos (Tabela Il), mediante a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Os fragmentos obtidos mediante PCR foram submetidos a eletroforese em
sequenciador automatico ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A
tipificacdo alélica e analise dos fragmentos foram realizadas mediante os programas Genescan
Analysis 3.1.2 e Genotyper 2.5.2 respectivamente, por meio do programa Genescan® 400HD
ROX Size Standard. A probabilidade de exclusdo por marcador (PE) e para o conjunto de
marcadores (PEC) se calculou com o auxilio do programa informatico CERVUS v.3.0
(Marshall et al. 1998).

Calculou-se 0o numero médio de alelos por loco (NA), as frequéncias alélicas, as
heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho) e o contetdo de informacdo polimérfica
(PIC) por marcador mediante o programa Microsatellite Toolkit software para Excel (Park
2001).
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Os valores de coeficiente de consanguinidade (Fis) com intervalo de confianca de 95%
foram calculados utilizando-se o programa informatico GENETIX v. 4.05 (Belkhir et al.
2003). A prova de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) foi realizada utilizando-se o programa
GENEPOP v. 3.1c (Raymond & Rousset 1995), que aplica o teste exato de Fisher usando o
método em cadeia de Monte Carlo Harkov (Guo & Thompson 1992).

Estas andlises possibilitaram a realizacdo de testes de paternidade, sendo efetuados
controles de filiagdo por meio da comparagdo direta da férmula genética do animal em estudo
com as formulas dos pais propostos. Emitiu-se um parecer de filiacdo para cada individuo,
podendo este ser compativel com ambos o0s pais, incompativel com ambos os pais, negativo
para pai, negativo para mée, negativo para pai ou mae.

Apos a analise dos testes de paternidade dos animais foram sugeridos acasalamentos para
os rebanhos, indicando-se os possiveis touros e dividindo-se os rebanhos de fémeas em lotes,
evitando-se a utilizagdo de reprodutores aparentados nos lotes de fémeas. Para as sugestdes de
acasalamentos observou-se a distancia genética entre os pares de individuos comparados,
sendo que os touros que possuiam filhas no lote ndo poderiam ser utilizados neste e para
aqueles que tinham grande quantidade de filhas no rebanho sugeriu-se a troca ou substituicao
por outro sem parentesco, com vistas a evitar os acasalamentos consanguineos. As propostas
de acasalamentos foram realizadas considerando-se também uma propor¢do macho:fémea que
poderia ser utilizada em qualquer sistema de acasalamentos, trabalhando-se com nimero de
fémeas compativel com o objetivo do programa, a conservagao de recursos genéticos animais.

Resultados

Os resultados da analise dos 27 marcadores microssatélites de DNA utilizados no estudo
de caracterizacdo genética do bovino Pantaneiro estdo apresentados na Tabela I1lI. Os
microssatelites utilizados apresentaram-se informativos e polimérficos, mostrando no minimo
3 alelos para o microssatélite ETHO03 e no maximo 11 alelos para o marcador TGLA122. Foi
observada elevada variabilidade alélica no bovino Pantaneiro, onde o niUmero médio de alelos
apresentado foi 6,80.

Os valores de heterozigosidade esperada variaram entre 0,082 e 0,858. A
heterozigosidade observada variou entre um minimo de 0,028 e um maximo de 0,938 para o
marcador TGLA122. Os valores médios de He e Ho foram 0,701 e 0,672, respectivamente. O
valor médio de contetdo de informacdo polimdrfica (PIC) foi 0,655, sendo os marcadores
TGLA122 e HAUT24 os que apresentaram 0s maiores valores de PIC, 0,826 e 0,802,
respectivamente.

Esta demonstrado também na Tabela I11, o valor de desvio do equilibrio Hardy-Weinberg
(p-valor), indicando que somente 5 dos 27 marcadores se desviaram significativamente do
equilibrio de Hardy-Weinberg. O coeficiente de consanguinidade (F;s) mostrou que existem 3
microssatélites que detectaram um excesso significativo de homozigotos na populacédo
(ETH185, HAUT27 e TGLAO053). O microssatélite SPS115 detectou um excesso significativo
de heterozigotos na populacdo. O bovino Pantaneiro apresentou elevada diversidade genética
intra-racial.

O controle de filiacdo realizado com a utilizacdo de marcadores microssatélites de DNA
demonstrou probabilidade de exclusdo combinada (PEC) de 0,99992 quando os dois
progenitores eram conhecidos. Todas as amostras foram genotipadas com o painel de
microssatélites de DNA e suas férmulas genéticas ficaram depositadas no Laboratério de
Genética Molecular Aplicada de Cdrdoba para futuras provas de identificacdo individual e
controle de filiagdo em um banco de dados.
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O controle de filiagdo dos rebanhos analisados esta apresentado na Tabela 1V. As
possibilidades de resultados estdo descritas a seguir: 1. compativel com ambos os pais indicou
que o individuo avaliado foi compativel com o pai e a mée propostos, sendo que o gendtipo
do individuo é fruto da combinacdo dos alelos presentes nos genOtipos de ambos 0s
progenitores; 2. incompativel com pai e mée, sendo o individuo incompativel com a mée e
com o pai propostos, o genétipo do individuo ndo tém possibilidade de ter surgido da
combinacdo alélica dos gendtipos dos progenitores; 3. negativo para pai, o individuo é
compativel com a mae proposta, mas é incompativel com o pai proposto, sendo que o0 pai ndo
compartilha nenhum alelo com o individuo; 4. negativo para mée, o individuo é compativel
com o pai proposto, mas é incompativel com a mée proposta e 5. negativo para pai ou mae,
onde um dos progenitores propostos & incompativel com o individuo, mas ndo se pode
determinar qual deles é o incompativel, neste caso um dos alelos do genétipo do individuo
esta presente em ambos 0s progenitores, mas o outro ndo estd em nenhum deles, sendo assim,
ndo se pode saber qual deles trazem este alelo.

Conforme a Tabela 1V, os rebanhos C1, C2, C3 e C4 apresentaram compatibilidade
genética com 0s propostos pais de 18,29%, 17,24%, 42,10% e 33,33%, respectivamente.
Demonstraram compatibilidade com as maes propostas os rebanhos C2 com 2,30%, C3 com
7,89% e C4 com 13,33%, enquanto o C1 ndo demonstrou compatibilidade com nenhuma mae
proposta. Os rebanhos C3 e C4 demonstraram 21,05% e 46,67%, respectivamente, de
compatibilidade com ambos os pais propostos, sendo identificadas as familias destes animais
no rebanho. Ja os resultados de incompatibilidade para ambos os pais propostos nos rebanhos
C1, C2, C3 e C4 foram 81,71%, 80,46%, 28,96%, 6,67%, respectivamente, sendo o rebanho
C4 o que apresentou a maior quantidade de dados genealdgicos conhecidos.

Foram sugeridos acasalamentos para os rebanhos da raca Pantaneiro (Tabela V), onde se
considerou 0 numero de fémeas em fase reprodutiva nos rebanhos, o nimero de touros das
propriedades e principalmente os resultados de paternidade. Os touros com grande nimero de
filhas no rebanho e aqueles que ndo seriam necessarios, em razdo do nimero de machos em
algumas propriedades ser superior ao numero de lotes de fémeas, ndo participaram das
sugestdes de acasalamentos para os rebanhos, recomendando-se a substituicdo destes por
meio de trocas, descarte ou aquisicdo de outros touros oriundos de rebanhos diferentes,
evitando-se a utilizacdo de touros aparentados nos lotes de fémeas.

Para as sugestdes de acasalamentos observou-se a distancia genética entre os pares de
individuos comparados nos testes de paternidade, para controlar a endogamia dos rebanhos
em estudo. As propostas de acasalamentos foram realizadas considerando-se também uma
proporcdao macho:fémea que poderia ser utilizada em qualquer sistema de acasalamentos
escolhido pelos criadores, trabalhando-se com numero de fémeas compativel com o objetivo
do programa, a conservacao de recursos genéticos animais. Os lotes para acasalamentos foram
montados na propor¢cdo macho:fémea minima de 1:13 a maxima de 1:21, dependendo do
tamanho do rebanho.

Discussao

O rebanho Pantaneiro apresentou nimero médio de 6,80 alelos por loco, enquanto
Tambasco et al. (2000) encontraram 4,83 alelos ao analisar 180 animais da raca Nelore
utilizando-se seis marcadores microssatélites e Carneiro et al. (2007) 8,20 alelos por loco, em
trabalho que avaliou onze marcadores microssatélites de DNA nesta raca. J& Rodrigues et al.
(2002) encontraram 7 alelos por loco avaliando-se a raga Gir. Comparando-se estes dados,
observou-se que 0s bovinos Pantaneiros demonstraram que possuem grande variabilidade
genética, apresentando numero médio de alelos por loco semelhante aos resultados
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encontrados em ragas com grande nimero de individuos no Brasil. Entretanto, é importante
que se realize uma correta gestdo destes recursos animais, pois entre as racas locais brasileiras
0 Pantaneiro é o que apresenta maior risco de extingdo, de acordo com Albuquerque &
Lanella (2016), uma vez que se estima que o rebanho nacional seja de 500 cabegas.

A média de alelos por loco verificada nos rebanhos Pantaneiro comprovou que apesar do
pequeno numero de animais, a populacdo efetiva contribuiu para manter a variabilidade
genética intra-racial. O Relatério Nacional sobre a Situacdo dos Recursos Genéticos Animais
em Portugal destacou a importdncia da manutencdo da variabilidade genética intra-racial,
enfatizando que a consanguinidade aumentou em diversas racas autoctones daquele pais e esta
se tornando preocupante, de acordo com Gama et al. (2004) que considera este fato resultante
do reduzido efetivo de animais e também de ndo ter sido dada atencdo merecida a esta
problematica. Com isso, fica evidente a necessidade da conservacdo de recursos genéticos
animais de populagdes reduzidas como o Pantaneiro, em razdo do risco de aumento da
endogamia ser constante.

Em relacdo aos valores médios de He (0,701) e Ho (0,672), estes se mantiveram
conforme os valores esperados para os locos, acima de 0,5, indicando alta variabilidade
genética para o Pantaneiro. Carneiro et al. (2007) encontraram o valor médio de 0,42 de Ho
para a raca Nelore, sendo este um valor baixo quando comparado com outras ragas, sendo que
0 marcador que apresentou o valor médximo de Ho em seu estudo foi o0 TGLA122 (0,92),
concordando neste dado com este estudo, ja que o marcador microssatélite que apresentou a
maior Ho no Pantaneiro foi o0 TGLA122 (0,938). Radko et al. (2005) observaram valores de
Ho entre 0,60 e 0,75 ao utilizarem racas autdctones em extingdo, concordando também com
os valores médios encontrados neste estudo.

Considerando que a heterozigosidade quantifica os heterozigotos nos locos marcadores,
verificou-se que os valores médios de He e Ho encontrados para o Pantaneiro indicaram a
diversidade genética existente na populacéo.

O valor médio de PIC foi 0,655 e os marcadores TGLA122 e HAUT?24 destacaram-se em
relacdo aos maiores valores de PIC, sendo 0,826 e 0,802, respectivamente. No entanto, 0s
marcadores ETH003, INRAO035 e SPS115 apresentaram valores de PIC inferiores a 0,5, sendo
eles 0,079, 0,387 e 0,492, respectivamente. Nguyen et al. (2005) em seu estudo com 51 iaques
suicos também encontraram valores baixos de PIC para o marcador ETHO003, semelhante ao
resultado aqui encontrado. Os marcadores INRAO35 e SPS115 que apresentaram valores de
PIC entre 0,25 e 0,50 s&o considerados medianamente informativos, de acordo com Botstein
et al (1980). O ETHO003 é pouco informativo por apresentar valor de PIC inferior a 0,25,
demonstrando também este resultado em outros estudos, podendo-se inferir que este marcador
ndo demonstrou resultados satisfatorios para este tipo de estudo.

Considerando-se o valor médio do PIC para todos os marcadores, estes foram
considerados muito informativos, se tratando de deteccdo da variabilidade genética no bovino
Pantaneiro.

Cinco marcadores microssatélites se desviaram significativamente do equilibrio de
Hardy-Weinberg (BM1818, ETH003, HAUT27, INRA032, TGLAO053). Estes desvios do
EHW podem ser originados de acasalamentos direcionados, subdivisdes dentro das
populacdes, coancestrais e antepassados comuns, selecdo natural, migracdo ou fluxo de genes.
De acordo com Menezes et al. (2006) qualquer desvio significativo do EHW indica que a
populacdo esta subdividida, existindo endogamia significativa ou fluxo de genes de outra
populacdo, justificando este desequilibrio em alguns locos marcadores, pois o Pantaneiro
representa uma popula¢do com pequeno numero de animais.
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O F;s mostrou trés microssatélites que detectaram excesso significativo de homozigotos
na populagdo (ETH185, HAUT27 e TGLAO053). O coeficiente de consanguinidade indica a
probabilidade de dois alelos de um mesmo loco serem idénticos por descendéncia, sendo
assim, estes resultados demonstraram endogamia no rebanho. Em contrapartida, um marcador
(SPS115) detectou excesso significativo de heterozigotos na populacao e os valores negativos
e proximos a zero apresentados pela maioria dos microssatélites analisados indicam segundo
Barros et al. (2011) que o rebanho tem alta variabilidade genética, principalmente porque tais
valores indicam grande quantidade de heterozigotos na populagéo.

Analisando-se 0 Fs, 0 nimero de alelos por loco, a He, a Ho e 0 EHW observou-se que
apesar de alguns marcadores terem apresentado excesso de homozigotos, em rebanhos com
acasalamentos ndo direcionados e pequeno nimero de animais como o Pantaneiro, podendo
ainda ter efeito da migracdo e deriva genética, pode-se inferir que a endogamia apresentada
ficou dentro de parametros ja esperados, comprovando a variabilidade genética presente nos
rebanhos e que os marcadores microssatélites utilizados demonstraram eficiéncia na deteccao
de variacGes genéticas.

Os resultados apresentados neste estudo evidenciaram a importancia da caracterizacéo
genética de populacdes para o estudo da variabilidade genética, principalmente quando se
trata de rebanhos de conservacdo. Machugh et al. (1994) relataram a importéncia das
pesquisas em rebanhos que se encontram em situacdo de risco, ficando evidente a
preocupacao que se tem ha anos com os rebanhos em exting¢ao, que estdo desaparecendo sem
ao menos ter sido identificado seu potencial e genética.

Outro fator positivo deste estudo foi a inclusdo dos dados genealdgicos de 290 animais
Pantaneiros no banco de dados do Laboratério de Genética Molecular Aplicada, podendo
facilitar os proximos estudos envolvendo esta e outras populagdes, auxiliando indiretamente
na gestdo e conservacdo deste rebanho no Brasil.

Os valores encontrados para PEC neste estudo (0,99992) indicaram que os testes de
paternidade foram confiaveis na comparacéo genética dos individuos propostos, corroborando
com Marshall et al. (1998), que destacaram que valores de PEC superiores a 0,999 para todos
os locos séo considerados satisfatorios.

A partir dos resultados dos testes de paternidade dos animais Pantaneiros iniciou-se o
agrupamento destes animais em familias, onde foram sugeridos programas de acasalamentos
para 0s quatro rebanhos, considerando a quantidade de filhas dos atuais touros do rebanho, a
formacdo de lotes, o rodizio de touros, o descarte de touros ou machos que ndo estavam sendo
utilizados no rebanho para que estes pudessem ser utilizados em outros rebanhos desta raca,
mantendo o foco na diminuicdo da endogamia e evitando-se assim 0s acasalamentos entre
animais aparentados.

Verificou-se que na maioria dos rebanhos estudados ndo sdo realizados manejos
frequentes dos bovinos, sendo criados soltos, longe das sedes das fazendas e em pastos
nativos. Sendo assim, foi proposto que o sistema de acasalamentos dos rebanhos Pantaneiro
fosse escolhido pelos criadores, por conhecerem a realidade de suas propriedades, 0 acesso as
tecnologias, a disponibilidade de infraestrutura e mdo-de-obra, dentre outros.

O rodizio de touros proposto para os rebanhos deve ser considerado em funcéo do tempo
de utilizacdo dos reprodutores nos rebanhos, da formacdo dos lotes, da disponibilidade de
touros dissimilares geneticamente das fémeas, respeitando-se as designacdes das paternidades,
para que as novilhas que entrardo para o programa de acasalamentos posteriormente, ndo
sejam acasaladas com seus pais ou parentes, devendo-se formar outros lotes com outros
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touros, aumentando a diversificacdo de reprodutores e matrizes, principalmente se for adotado
0 método de inseminagdo artificial.

A variabilidade genética constatada no Pantaneiro precisa ser otimizada nos
acasalamentos de populagdes pequenas, buscando-se conservar estes recursos genéticos
animais que possuem caracteristicas relevantes como adaptagdo, rusticidade e resisténcia a
endo e ectoparasitas. Para Cunha et al. (2003) os principais efeitos da consanguinidade estdo
ligados a adaptacdo e reproducédo, podendo esta inviabilizar o sistema de producdo e causar a
extincdo, devendo ser evitada.

Este estudo representa um primeiro passo para se aumentar o nimero de animais da raca,
utilizando-se para isso animais que apresentam variabilidade genética, para que este recurso
genético brasileiro seja conservado e em um futuro proximo possa ser melhorado para que
mais produtores tenham interesse na criacao.

Conclusao

Os bovinos Pantaneiro apresentam grande variabilidade genética intra-racial. Apesar de
ser a raca local com o maior risco de extingdo no Brasil, os rebanhos apresentaram elevada
diversidade genética para acasalamentos.

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Fundacgéo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (Fapeg) e Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento
do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul (Fundect), pelos recursos
financeiros concedidos.

Bibliografia

Albuquerque, MSM, Lanella, P 2016, Inventario de recursos genéticos animais da Embrapa,
Emprapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 108 pp.

Aradjo, AM 2004, Paternidade e diversidade genética em caprinos no Brasil por meio de
microssatélites de DNA, 104f, Tese, Doutorado em Genética e Melhoramento,
Universidade Federal de Vigosa.

Barendse, W et al. 1994, A genetic linkage map of bovine genome, Nature genetics, vol. 6,
pp. 227-35.

Barros, EA, Ribeiro, MN, Almeida, MJO, Aradjo, AM 2011, Estrutura populacional e
variabilidade genética da raca caprina Marota, Archivos de Zootecnia, vol. 60, no. 231, pp.
543-52.

Belkhir, K, Borsa, P, Chikhi, L, Raufaste, N, Bonhomme, F 2003, Genetix: 4.05 Logiciel sous
WindowsTM pour la genetique des populations, Montpellier: U.d. Montpellier, France.

Bishop, M & Kappes, S 1994, A genetic linkage map for cattle, Genetics, vol. 136, pp. 619-
39.

Botstein, D, White, R, Skolmick, H, Davis, R 1980, Construction of a genetic linkage map in
man using restriction fragment length polymorphism, American Journal of Human
Genetics, vol. 32, pp. 314-31.

Brezinsky, L, Kemp, J & Teale, A 1993, ILSTS006: a polymorphic bovine microsatellite,
Anim. Genet., vol. 24, pp. 7.



47

Carneiro, T, Gongalves, E, Schneider, M, Silva, A 2007, Diversidade genética e eficiéncia de
DNA microssatélites para o controle genealdgico da raca Nelore, Arg. Bras. Med. Vet.
Zootec., vol. 59, no. 5, pp. 1257-62.

Costa, PM, Martins, CF 2008, Conservacdo de recursos genéticos animais através de
biotécnicas de reproducdo, Universitas Ciéncias da Saude, vol. 6, no. 1, pp. 39-55.

Cunha, E, Euclydes, R, Torres, R, Lopes, P, Janior, J, Carneiro, P 2003, Efeito de tipos de
acasalamentos e razdes sexuais na selecdo baseada no BLUP, Revista Brasileira de
Zootecnia, vol. 32, no. 6, pp. 1297-303.

Egito, AA 2007, Diversidade genética, ancestralidade individual e miscigenagdo nas racas
bovinas no Brasil com base em microssatélites e haplotipos de DNA mitocondrial:
subsidios para a conservacao, 246f, Tese, Doutorado em Ciéncias Bioldgicas, Universidade
de Brasilia.

Egito, AA, Mariante, AS, Albuquerque, MSM 2002, Programa brasileiro de conservagéo de
recursos genéticos animais, Archivos de Zootecnia, vol. 51, no. 50, pp. 39-52.

Faria, LC, Queiros, AS, Vozzi, PA, Lobo, RB, Magnabosco, CU, Oliveira, JA 2010,
Variabilidade genética da raca Brahman no Brasil detectada por meio de analise de
pedigree, Pesquisa Agropecudria Brasileira, vol. 45, no. 10, pp. 1133-40.

Gama, LT, Carolino, N, Costa, MS & Matos, CP 2004, Instituto Nacional de Investigacédo
Agréria e das Pescas, Estacdo Zootécnica Nacional, Recursos genéticos animais em
Portugal: relatério nacional, Portugal, 68pp.

Guo, S & Thompson, E 1992, Performing the exact test of Hardy-Weinberg proportions for
multiple alleles, Biometrics, vol. 48, pp. 361-72.

Kappes, S, Keele, R, Stone, R & McGraw, T 1997, A second-generation linkage map of the
bovine genome, Genome Research, vol. 7, pp. 235-49.

Kaukinen, J & Varvio, S 1993, Eight polymorphic bovine microsatellites, Animal Genetics,
vol. 24, pp. 148.

Machugh, DE, Loftus, RT, Bradley, DG 1994, Microsatellite DNA variation within and
among European cattle breeds, Proc. R. Soc. Lond. B., vol. 256, pp. 25-31.

Malhado, CHM, Carneiro, PLS, Pereira, DG, Martins Filho, R 2008, Progresso genético e
estrutura populacional do rebanho nelore do Estado da Bahia, Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, vol. 43, no. 9, pp. 1163-69.

Marshall, T, Slate, J, Kruuk, L, Pemberton, J 1998, Statistical confidence for likelihood-based
paternity inference in natural populations, Molecular Ecology Notes, vol. 7, pp. 639-55.
Menezes, MPC 2005, Variabilidade e relacdes genéticas entre racas caprinas nativas
brasileiras, ibéricas e canarias, 110f, Tese, Doutorado em Producdo Animal, Universidade

Federal Rural de Pernambuco, Universidade Federal do Ceara.

Menezes, MPC, Martinez, AM, Ribeiro, MN, Pimenta Filho, EC, Bermejo, JVD 2006,
Caracterizacdo genética de ragas caprinas nativas brasileiras utilizando-se 27 marcadores
microssateélites, Rev. Bras. Zootec., vol. 35, no. 4, pp.1336-41.

Mommens, G, Coppieters, A, Van de Weghe, A & Van Zeveren, Y 1994, Dinucleotide repeat
polymorphism at the bovine MM12E6 and MM8D3 loci, Animal Genetics, vol. 25, pp.
368.

Moore, S & Byrne, K 1994, Characterization of 65 bovine microsatellites, Mamm, Genome,
vol. 5, pp. 84-90.

Nguyen, TT, Genini, S, Menetrey, F, Malek, M, Vogeli, P, Goe, MR, Stranzinger, G 2005,
Application of bovine microssatélite markers for genetic diversity analysis of swiss yak
(Poephagus grunniens), Animal Genetics, vol. 36, pp.484-89.

Park, S 2001, Trypanotolerance in West African Cattle and the population genetic effects of
selection University of Dublin, Dublin.



48

Primo, AT 1992, El ganado bovino ibérico en las Américas: 500 afios despues, Arch. Zootec.,
vol. 41, no. 154, pp.421-32.

Queiroz, AS, Albuquerque, LG, Lanzoni, NA 2000, Efeito da endogamia sobre caracteristicas
de crescimento de bovinos da raga Gir no Brasil. Revista Brasileira de Zootecnia, vol. 29,
no. 4, pp. 1014-19.

Radko, A, Zyga, A, Zabek, T et al. 2005, Genetic variability among Polish Red, Hereford and
Holstein-Friesian cattle raised in Poland based on analysis of microsatellite DNA
sequences, J. Appl. Genet., vol. 46, pp.89-91.

Rangel, PN, Zucchi, MI, Ferreira, ME 2004, Similaridade genética entre racas bovinas
brasileiras, Pesquisa Agropecuéria Brasileira, vol. 39, no.1, pp. 97-100.

Raymond, M & Rousset, F 1995, Genepop version 1.2, Population genetics software for exact
test and ecumenicism, Journal of Heredity, vol. 86, no. 3, pp. 248-9.

Rodrigues, S, Oliveira, D, Teixeira, C et al. 2002, Microssatélites BM2113, ILSTS005,
ILSTS008, ETH131 e RM88 em testes de verificacdo de parentesco para bovinos da raga
Gir, Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., vol. 54, pp. 309-13.

Sereno, JRB 2002, Uso potencial do bovino pantaneiro na producédo de carne organica do
pantanal, I Conferéncia Virtual Global sobre Producdo Organica de Bovinos de Corte.
Disponivel em:
http://www.cpap.embrapa.br/agencia/congressovirtual/pdf/portugues/06pt04.pdf.  Acesso
em: 08 mai 2015.

Solinas Toldo, S & Fries, R 1993, Physically mapped, cosmid-derived microsatellite markers
as anchor loci on bovine chromosomes, Mamm, Genome, vol. 4, pp. 720-27.

Steffen, P & Eggen, A 1993, Isolation and mapping of polymorphic microsatellites in cattle,
Anim. Genet., vol. 24, pp. 121-24.

Tambasco, DD, Alencar, MM, Coutinho, LL, Tambasco, AJ, Tambasco, MD, Regitano, A
2000, Caracterizagdo molecular de animais da raca nelore utilizando microssatélites e
genes candidatos, Rev. Bras. Zootec., vol. 29, no. 4, pp. 1044-49.

Thieven, U, Solinas-Toldo, R, Friedl, J & Masabanda, R 1997, Polymorphic CA-
microsatellites for the integration of the bovine genetic and physical map, Mammalian
Genome, vol. 8, pp. 52-55.

Vaiman, D et al. 1994, A set of 99 cattle microsatellites: characterization, synteny mapping,
and polymorphism, Mammalian Genome, vol. 5, no. 5, pp. 288-97.

Walsh, P, Metzger, D & Higuchi, R 1991, Chelex 100 as a medium for simple extraction of
DNA for PCR-based typing from forensic material, Biotechniques, vol. 10, pp. 506-13.



http://www.cpap.embrapa.br/Agencia/Congressovirtual/Pdf/Portugues/06pt04.Pdf

49

Tabela I. Identificacdo dos criatérios, nimero de amostras de DNA para os testes de
paternidade, sexo dos animais (Fémea/Macho-bezerros), nimero de touros supostos pais,
cddigo do grupo e total de animais da raca Pantaneiro (Identification of breeders, number of
DNA samples for paternity tests, gender of animals (Female/Male-calves), number of bulls
presumed to be fathers, group code and total number of Pantaneiro).

Identificacdo da o N° de N° de touros  Codigo
Fazenda Localizagao amostras Sexo (F/M) supostos pais do grupo
Promissdo Poconé - MT 85 82F 3 C1l
Nhumirim Corumba - MS 101 70F /17M 14 C2
Santo Augusto  Rochedo - MS 65 40F / 11M 14 C3
UEMS Aquidauana - MS 39 25F 14 C4

TOTAL 290
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Tabela Il. Microssatélites analisados (STR), cromossomos (crom.), tamanhos em pares de
bases (pb),
(Microsatellites analyzed (STR), chromosomes (crom), base pair sizes (pb), direct and reverse
primers sequences and bibliographic references).

sequéncias de primers diretos e reversos e referéncias bibliograficas

STR Crom. Tamanho “primers” Direto e Reverso Referéncia
(pb)
BM1314 26 173-203 TTCCTCCTCTTCTCTCCAAA ATCTCAAACGCCAGTGTGG Bishop & Kappes
C 1994
BM1818 23 90-110 AGCTGGGAATATAACCAAA AGTGCTTTCAAGGTCCATG Bishop & Kappes
GG C 1994
BM1824 1 134-165 GAGCAAGGTGTTTTTCCAA CATTCTCCAACTGCTTCCTT Bishop & Kappes
TC G 1994
BM2113 2 104-130 GCTGCCTTCTACCAAATAC CTTCCTGAGAGAAGCAACA Bishop & Kappes
CcC CcC 1994
BM8125 17 128-157 CTCTATCTGTGGAAAAGGT GGGGGTTAGACTTCAACAT Bishop & Kappes
GGG ACG 1994
CSRM60 10 180-200 AAGATGTGATCCAAGAGAG AGGACCAGATCGTGAAAGG Moore & Byrne
AGGCA CATAG 1994
CSSM66 14 282-315 ACACAAATCCTTTCTGCCA AATTTAATGCACTGAGGAG Barendse et al.
GCTGA CTTGG 1994
ETHO03 19  254-290 GAACCTGCCTCTCCTGCATT ACTCTGCCTGTGGCCAAGT Solinas Toldo &
GG AGG Fries 1993
ETHO010 5 160-195 GTTCAGGACTGGCCCTGCT CCTCCAGCCCACTTTCTCTT Solinas Toldo &
AACA CTC Fries 1993
ETH185 17 105-145 TGCATGGACAGAGCAGCCT GCACCCCAACGAAAGCTCC steffen & Eggen
GGC CAG 1993
ETH225 9 240-260 GATCACCTTGCCACTATTTC ACATGACAGCCAGCTGCTA Steffen & Eggen
CT CT 1993
HAUT?24 22 120-146 CTCTCTGCCTTTGTCCCTGT AATACACTTTAGGAGAAAA Thieven et al.
ATA 1997
HAUT27 27 203-232 TTTTATGTTCATTTTTTGAC AACTGCTGAAATCTCCATC Thieven et al.
TGG TTA 1997
HELO09 8 102-136 CCCATTCAGTCTTCAGAGG CACATCCATGTTCTCACCAC Kaukinen &
T Varvio, 1993
HEL13 11 215-240 TAAGGACTTGAGATAAGGA CCATCTACCTCCATCTTAAC Kaukinen &
G Varvio, 1993
ILSTS006 7 141-182 TGTCTGTATTTCTGCTGTGG ACACGGAAGCGATCTAAAC Brezinsky et al.
G 1993
ILSTS011 14 150-170 GCTTGCTACATGGAAAGTG CTAAAATGCAGAGCCCTAC Brezinsky et al.
C C 1993
INRA023 3 75-107 GAGTAGAGCTACAAGATAA TAACTACAGGGTGTTAGAT Vaiman et al.
ACTTC GAACTC 1994
INRA032 11 100-122 AAACTGTATTCTCTAATAG GCAAGACATATCTCCATTC Vaiman et al.
CTAC CTTT 1994
INRAO035 16 153-173 ATCCTTTGCAGCCTCCACAT TTGTGCTTTATGACACTATC Vaiman et al.
TG CG 1994
INRAO37 10 180-200 GATCCTGCTTATATTTAACC AAAATTCCATGGAGAGAGA Vaiman et al.
AC AAC 1994
INRAO63 18 265-285 ATTTGCACAAGCTAAATCT AAACCACAGAAATGCTTGG Vaiman et al.
AACC AAG 1994
MM12 9 190-225 CAAGACAGGTGTTTCAATC ATCGACTCTGGGGATGATG Mommens et al.
T T 1994
SPS115 15 100-130 AAAGTGACACAACAGCTTC AACGAGTGTCCTAGTTTGG Moore & Byrne
TCCAG CTGTG 1994
TGLAO53 16 150-180 GCTTTCAGAAATAGTTTGC ATCTTCACATGATATTACA  Kappes et al. 1997
ATTCA GCAGA
TGLA122 21 120-145 CCCTCCTCCAGGTAAATCA AATCACATGGCAAATAAGT Barendse et al.
GC ACATAC 1994
TGLA227 18 171-191 CGAATTCCAAATCTGTTAA ACAGACAGAAACTCAATGA Kappes et al. 1997
TTTGCT AAGCA
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Tabela I11. Microssatélites analisados, nimero de alelos por marcador (NA), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho), contetdo de informacdo polimorfica (PIC),
coeficiente de consanguinidade (Fis) e valor de equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor)
(Microsatellites analyzed, number of alleles per marker (NA), expected heterozygosity (He),
observed heterozygosity (Ho), polymorphic information content (PIC), inbreeding coefficient
(Fis) and Hardy-Weinberg equilibrium value (p- valor)).

Microssatélite  NA  He Ho PIC Fis p-valor
BM1314 7 0,802 0,829 0,759 -0,034 (-0,194-0,115) 0,111
BM1818 5 0,703 0,639 0,635 0,092 (-0,133-0,289) 0,025*
BM1824 4 0,693 0,722 0,629 -0,043(-0,233-0,137) 0,870
BM2113 9 0,775 0,811 0,736 -0,047 (-0,197-0,077) 0,222
CRSM60 8 0,817 0,892 0,782 -0,092 (-0,209-0,014) 0,464
CSSM66 6 0,734 0,714 0,678 0,027 (-0,183-0,204) 0,289
ETHOO03 3 0,082 0,028 0,079 0,663 (-0,029-1,000) 0,016*
ETHO010 6 0,755 0,757 0,705 -0,002 (-0,183-0,140) 0,378
ETH185 6 0,688 0,486 0,620 0,295 (0,052-0,515)*** 0,067
ETH225 8 0,691 0,667 0,637 0,036 (-0,143-0,206) 0,931
HAUT24 7 0,850 0,706 0,802 0,174 (-0,121-0,412) 0,158
HAUT27 5 0,673 0,486 0,630 0,280 (0,037-0,472)***  0,003*
HELO09 8 0,798 0,730 0,757 0,086 (-0,106-0,252) 0,342
HEL13 6 0,769 0,838 0,717 -0,091 (-0,239-0,051) 0,663
ILSTS006 4 0,672 0,656 0,613 0,024 (-0,244-0,234) 0,425
ILSTSO011 5 0,630 0,694 0,558 -0,104 (-0,337-0,126) 0,226
INRAO23 10 0,746 0,686 0,715 0,082 (-0,100-0,258) 0,658
INRAO32 8 0,793 0,645 0,752 0,189 (-0,022-0,377) 0,025*
INRAO35 6 0,420 0,417 0,387 0,008 (-0,197-0,244) 0,812
INRAO37 7 0,748 0,714 0,704 0,045 (-0,128-0,204) 0,418
INRAOG3 4 0,660 0,600 0,592 0,092 (-0,120-0,304) 0,627
MM12 8 0,757 0,784 0,723 -0,036 (-0,176-0,089) 0,773
SPS115 7 0,527 0,600 0,492 -0,141 (-0,291-0,027)** 0,669
TGLAO53 9 0,839 0,577 0,800 0,317 (0,080-0,544)*** 0,006*
TGLA122 11 0,858 0,938 0,826 -0,094 (-0,205-0,002) 0,855
TGLA126 8 0,702 0,806 0,651 -0,150 (-0,314-0,009) 0,759
TGLA227 8 0,739 0,722 0,697 0,024 (-0,163-0,180) 0,133
Media 6,80 0,701 0,672 0,655

*p-valor < 0,05, **p-valor < 0,01, ***p-valor < 0,001.
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Tabela IV. Resultados, em porcentagem, de controles de filiagdo de quatro rebanhos da raca
Pantaneiro do Brasil (Results, in percentage, of controls of affiliation of four herds of
Pantaneiro breed in Brazil).

Codigo  Compativel Incompativel Negativo Negativo

Compativel Compativel . - Negativo .
do com ambos . x com pai e mae . para para pai
. com pai com mae para pai x ~
rebanho 0s pais propostos mae ou mae
C1 - 18,29 - 81,71 - - -
C2 - 17,24 2,30 80,46 - - -
C3 21,05 42,10 7,89 28,96 - - -

C4 46,67 33,33 13,33 6,67 - - -
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Tabela V. Proporcédo de lotes de animais para acasalamentos em quatro rebanhos da raca
Pantaneiro por quatro anos, codigo do rebanho (CR), nimero de lotes de fémeas (LF), nimero
médio de fémeas/lote (NF/L), nimero de touros utilizados (NT), nimero de touros/machos
descartados (TD), tempo de utilizagdo do reprodutor no lote em anos (TUR), rodizio de touros
em anos (RT), nimero de reprodutores adquiridos (NRA) (Proportion of lots of animals for
mating in four herds of the Pantaneiro for four years, herd code (CR), number of lots of
females (LF), average number of females/lot (NF/L), number of bulls used (NT), number of
discarded bulls/males (TD), time of use of the breeder in the lot in years (TUR), rotation of
bulls in years, of breeding stock (NRA)).

CR LF NF/L NT TD TUR RT NRA
(anos) (anos)

Cl 4 21 4 1 2 2 2

C2 4 18 4 27 2 2 0

C3 2 20 2 23 2 2 0

C4 2 13 2 12 2 2 0
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Os rebanhos de ragas locais brasileiras, especialmente os envolvidos neste estudo,
Pantaneiro e Curraleiro Pé-Duro, tem baixa expressao no cenario produtivo e isso pode ser um
dos motivos que justificam a escassez de materiais que caracterizem estas populagoes, que por
sua vez, se encontram em risco de extingéo.

A realizacdo de testes de paternidade se faz importante para 0 acompanhamento
da evolucdo dos rebanhos, orientando a selecdo e utilizacdo de reprodutores, auxiliando
programas de conservacao in situ e ex situ. Os programas de acasalamentos propostos servem
como base para 0 monitoramento dos rebanhos e ampliacdo destas populacgdes, buscando-se o
uso e valoracdo destes patrimdnios genéticos.

Desta forma, buscou-se identificar as familias existentes nos diferentes rebanhos,
sendo por isso realizado testes de paternidade de 1073 animais da raca Curraleiro Pé-Duro e
de 290 animais Pantaneiro, numeros representativos dentro destas populacdes. Apesar de se
tratar de rebanhos fechados e com pequeno nimero de animais, as duas ragas apresentaram ter

muita diversidade genética intra-racial, sendo que essa caracteristica precisa ser explorada.



