Anais da 49° Reunido Anual da l e a
Sociedade Brasileira de Zootecnia L ﬂ49—

A produg¢do animal no mundo em transformagdo ggg?g?ge e
= |

Zootecnia
BRASILIA2012

Brasilia — DF, 23 a 26 de Julho de 2012

Estimativa inicial de erros depaternidade em umprograma de melhoramento genético de caprinos leites®

Caio Cesar Cardo§cElizabete Cristina dSilva®, Concepta McManus Pimeritehlexandre Rodrigues Caete,
Olivardo Fac, Samuel Rezende Palva

Parte da Iniciagdo Cientifica geimeiro autor, financiada pelo CN

2Aluno de Graduacdo enMedicina Veterinaria, Universidade de Bra: — UnB, Brasilia, DF Brasil, Bolsista CNPg. e-mail:
caiocardosovet@gmail.com

*Doutoranda do Programa de R@&saduacéo em Ciéncias Animais da |, Brasilia, DF, enail: bete_zootec@hotmail.ci

“Professora Universidade Federal do Rio GrandeP®utp Alegre, RSe-mailconcepta.mcmanus@ufrgs.br

*Pesquisador dBmbrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, C-mail: faco@cnpc.embrapa.br

®Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, ilB-DF, Bolsista Produtividade CNPg, -mail:

alexandre.caetano@embrapa.br

"Pesquisador da EmbraRacursos GenéticosBiotecnologia, Brasilia-DF, Bolsista Produtivida@idPg, email: samuel.paiva@embrape

Resumo: Este trabalho teve como objetivo em avaseislocos para confirmacdo de paternidade do Tes
Progéniedo programa de melhoramento de caprinos leil. 103 amostras de DNA gendmico de animr
pertencentes a trés racas caprinas (Saanen, AngbdamMh e Alpina) foram usac. Foram testados nove
marcadores moleculares paréest de paternidade: INRAO5, TCRVB6, SRCRSRERA63, MAF65 e MCM527.
Os fragmentos amplificados foram separados em se@udr automatico, ABI Prism 3100 (AppliedBistems) e
os dados foram analisados com o software Genotyp&.7.0.1 (AppliedBiosystems) para identificacams
gendtipos. Foi utilizado o software Cervus v. 3.pa8a obtermos a o nimero de alelos (K), hetersigdes
observada (Ho) e esperada (Hm)ntelido de informacado polimdrfica (PIC), duas plolidades de exclusdaoE1l

e PE2) para cada loco. Os skisos do presente estudo amplificaram fragmentdsnpdicos nas trés rage
avaliadas©O numero de alelos encontradosentre cinco e 13 loco® maior valor obtido de PIC 1o SRCRSP9
(0,86), mas o loco INRAO&presentou a mai probabilidade de exclusdo 0,84teste deexclusdo de paternidade
foi confirmado, ja que fodbtida uma alttaxa de excluséo. porcentagem de acerto no testepaternidade foi de
47,82% para paresyposto pai e prodi) e de 39,02% para triosyposto pai, matriz produto).Para uma maior
probabilidade de exclusa@werdo ser acrescentacoutros locos para um teste medmfiave.

Palavras—chave/Marcadores molecularemicrossatélitesCapra hircus
Paternity test with molecular markers in breeding pogram of dairy goats

Abstract: This study aimed to evaluasix loci for paternityconfirmation in animals from tl Dairy Goat Breeding
Program Progeny Test. 1@nomic DNA samples of animals belonging to thgoa breeds (Saanen, Anglo
Nubian and Alpine) were used in this woiSix different molecular markergere usedfor paternity testing:
INRAO5, TCRVB6, SRCRB9, INRA63, MAF6! and MCM527 The amplified fragments were separate@n
automated sequencer, ABI PRISM 3100 (Applied Bitays) and data were analyzed with the Genotypéwand
v. 3.7.0.1 (Applied Biosystems) to identify the ggypes.Cervus v. 3.0.3oftware was useto obtain the number
of alleles (K), observeqHo) and expected (H heterozygosity polymorphic information content (PIC), tv
exclusion probabilities (PE1 and PE2) for each 4. The six loci amplified irthis studywere polymorphic in the
three breeds studied. The number of allper locos varied from five to thirteeihe highest value obtaindor
PIC was for the SRCRSP9 loc(&86), but INRAO5had the highest exclusion probabilof 0.84.The markers
testedfor paternity exclusion was confirmed, sirthey had a high rate of exclusiofhe percentage of success
paternity test was 47.82% for pairs (alleged fathed product) and 39.02% for trios (aed father, mother and
product).For a greater probability of exclusion should bdextito other loci for a paternity test more rek

Keywords: Molecular markersggenetcs, microsatelliteSCapra hircus

Introducéo
O uso de marcadores molecularpodera ser uma ferramenta auxilipara avaliagdo genétice
implementacao de sefiég de reprodutores com interesse come em caprinosPor exemplotestes de paternidade
podem identificar errode pedigree de animais dentro programade melhoramento assim podem reduzir as
perdas na acuracia rselecdo e reducdo do ganho genético originadadeddificacdes errbneas na genealc
(Aragjo, 2004) A partir da IN°74 de 2004 do Ministério da Agriauth e Pecuaria exigiu o teste verificacdo de
parentesco para registros genealdgicos em aniramatiucdo (equinos, bovinos, caprinos e ov.Painéis de
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marcadores do tipo micrsatélite sd@amplamentaitilizados para esse fim em diferentes paises recomendados
pela International Sociefpr Animal Genetics (ISAG) (SILVA, 2011).

Este trablno teve como objetivo avaliao poder de exclusdo de paternidade nove locos de
microssatélitesl(STS11, OMHC1, ILSTS87, INRAO5, TCRVB6, SRCRSPRRA63, MAF65e MCM527) para
trés ragas que fazem parte dodgtama deMelhoramento Genético de caprinos leitelaEMBRAPA.

Material e Métodos

Um total de 10&mostras de DNA genémico de animais pertenceni&s aacas caprinas (Saanen, Ar
Nubiana e Alpina) forarextraidas a partir de amostras de sangue fixadgmpel FTApara est presente trabalho.
Estas amostras compreendemtdds (suposto pai, matrizproduto) e 23 paresiposto pai e produtcTodas as
amostras utilizadas est@depositade noBanco de DNA e Tecidos do Laboratério de Genétinanal da Embrap
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia e foram coletadas de ffizendas que participam do Program:
Melhoramento Genético de Caprinos Leiteiros coaderpel Embrapa Caprinos e Ovir. Foram amplificados
nove locos de microssatélitee $TS11, OMHC1, ILSTS87, INRAO5, TCRVB6, SRCRSPBIRA63, MAF6E e
MCM527) em termocicladores (Applic Biosystems) em um volume final de 10 pL, utilizanmiKit Qiagen
Master Mix para PCRaultiplex, segundo as recomendac¢des do fabricdring de DNA gendmic e 0,15-0,25
MM de cada primer. Os fragmentos amplificados fosg@marados erseqiienciadoautcmatico, ABI Prism 3100
(Applied Biosystems) e agendtipos foram declarac com o software Genotyper v. 3.7.0.1 (AppBiosystems).
Foi utilizado o softwareCervus v. 3.0. para as analises estatisticastd para as estimativas tcas: niumero de
alelos (K), heterozigosidades observada (Ho) eradpe(He), contetdo de informagdo polimoérfica (Pld)as
probabilidades de excluséo (PE1 e PE2) para cad/ raca bencomo para realizar ctestes de paternidade. A
PE1 é a probabilidade de exclusdo estimada quarmh@leése é realizada com dois genétipos (produgap®stc
pai) enquanto que a PE2 é estimada quando alénesdgesnitipos te-se também o genétipo de um ¢
verdadeiros progenitores (matriz).

Resultados e Discussao

Os seidocos do presente estudo amplificaram fragmenttimpdicos nas trés racas avaliadO namero
de alelos encontrados foi de5 a A3He ficou entre 0,54(INRAOQ5) a 0,8MAF65 e SRCRSF) (Tabela 1). Este
painel de novenicrossatélites proposinicialmente por Silva et al., (2014presentou probabilidade exclusédo
combinada de 0,9933 e 0,991 e PE2) todos microssatélites foraaitamente informativos com PIC supel
a 0,50.A PE2, que considera a presenca do geo da mae, foi considerada alta e satisfatoria, conseguiu
atingir o valor minimo de exclusdo de parentesdimlob com microssatélites segundo Weimer, ..

A Tabela 2 é apresentadarimero de 41 trios (suposto pai, matriz e progetd3 pares (suposto pai e
produto) para teste de patetaide Dentre os 41 trios, 16 casos foram resolviderdo queos 25 casos nao
resolvidos foram por incongruéia de dois ou mais locos. O teste de patkrde com pares obtexa melhor
porcentagem de acertos com8PR. Mas podem-se alcancar indices mais satisfatétiosentando o nimero de
locos no painelluikart et al. (199¢ relataram probabilidades de exclusao superior 2993 utilizando 22 locos ¢
microssatélites em dois multiplexn diferentes racas caprin

Tabela 1Andlise de frequéncia lelos por loco:

Locos N Ay Ho He PIC PE1 PE2
INRAOS 101 6 0,5t 0,£1 05 0,86 0,70
TCRVB6 80 % 0,78 0,85 0,82 0,47 0,30
SRCRSP9 100 pil 0,86 0,87 0,86 0,40 0,25
INRAG3 98 5 0,60 0,62 0,55 0,80 0,63
MAF65 94 10 0,83 0,86 0,84 0,44 0,28
MCM527 82 6 0,70 0,66 0,62 0,74 0,57
Médiz - 8,t 0,61 0,72 0,7C *0,9567 ** (0,945

(N)=Quantidade de individuos genotipadosy)=numero médio dalelos, (Ho)=heteromzigosidades observada, =heteromzigosidades
esperada, (PICpontetdo de informacdo polimérfica e (PE1l e |=probabilidades de exclusdo combir. *Probabilidade de exclusédo
combinada 1 e ** Probabilidade de exclusdo comfzrg

Tabela 2.Quantidade de individucde pares ou trios (N), casos resolvidos, casmsrasolvidospor um loco (1
Par.), casosdo resolvidos por 2 um ou mais locos (2
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Casos % de

N Resolvidos 1Par 2 Par Acerto

Pare 23 11 3 9 4782

Trios 41 16 9 1€ 39,07
Conclusoes

O teste dos marcadorascrossatélitesINRA05, TCRVB6, SRCRSP9, INRA63, MAF e MCM527) para
exclusdo de paternidade fardirmada, pois obteve uma alta taxa de exclie obteee um indice satisfatério de
acordo com a literatura. Foi péasl com um painel de seis locpara realizago do teste de paternidade rpara
uma maiorprobabilidade de excluo deveréo ser acrescentados outros Ipara um teste de paternid mais
confiavel. Pode ser usado tapi@ra racacomerciais e autdctones.
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