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Resumo: O presente trabalho teve o objetivo de validar um painel de 12 locos de microssatélites para
exclusdo de paternidade em oito ragas de caprinos especializadas para produgdo de leite e localmente
adaptadas no Brasil (N=117). O referido painel apresentou altas probabilidades de exclusdo combinada
de 0,9866 ¢ 0,9998 (PE1 ¢ PE2), sendo mais informativo nas ragas Mambrina (PIC= 0,73; PE2=0,9999)
e Marota (PIC=0,70; PE2=0,9999). O painel de microssatélites avaliado foi efetivo para exclusdo de
paternidade em racas caprinas especializadas e localmente adaptadas no Brasil de forma que sera
implantado tanto para avaliacdo de pedigrees em Programas de Melhoramento em andamento quanto
para manejo de Nucleos de Conservacao.

Palavras chave: Capra hircus, melhoramento caprinos leiteiros, marcadores moleculares, recursos
genéticos animais

Panel of microsatellite markers for paternity testing in goat breeds

Abstract: This study aimed to validate a panel of microsatellites suitable for paternity exclusion in eight
specialized goat breeds for milk production and local goat breeds in Brazil (N=117). The 12
microsatellites showed high exclusion combined probabilities (PE1=0.9866 and PE2=0.9998), being
more informative in Mambrina (PIC=0.73; PE2=0,9999) and Marota (PIC=0.70; PE2=0,9999) goat
breeds. This panel of microsatellites was effective for paternity exclusion in specialized and local goat
breeds in Brazil in a manner that both will be implanted to evaluate pedigrees in breeding programs and
for ongoing management of Conservation Nuclei.
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Introducao

Os programas de melhoramento genético de pequenos ruminantes do Brasil sdo fortemente
afetados pela falta de avaliagdes e registro sistematicos de dados zootécnicos, assim como pela
inexisténcia de um programa nacional que permita a determinagdo correta do pedigree dos rebanhos.
Informagdes genealdgicas corretas sdo de extrema importincia para o processo de avaliagdo genética dos
rebanhos e pedigrees incorretos acarretam em estimativas incorretas e de baixa acuracia.

O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), através de uma portaria
implementada em 2004, passou a exigir testes de verificacdo de parentesco para controle genealdgico em
espécies pecudrias como caprinos, ovinos, bovinos e eqiiinos. Painéis de marcadores do tipo microsatélite
sdo utilizados amplamente para esse fim em diferentes paises e sdo a ferramenta recomendada pela
International Society for Animal Genetics (ISAG) por serem altamente informativos e gerar resultados
satisfatorios como os relatados por Luikart et al. (1999) e Carneiro et al. (2007).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo validar um painel complementar de 12
microssatélites para compor um teste de exclusdo de paternidade para caprinos de ragas localmente
adaptadas no Brasil e de ragas especializadas para produgdo de leite, visando gerar uma ferramenta util
para os programas nacionais de conservagdo e de melhoramento genético da espécie.
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Material e Métodos

Um total de 117 amostras de DNA gendmico de animais pertencentes a quatro ragas caprinas
brasileiras localmente adaptadas (Canindé, N=16; Marota, N=23; Moxotd, N=22 e Repartida, N=16), e
quatro especializadas (Saanen, N=14; Alpina, N=6; Anglo Nubiano, N=4 ¢ Mambrina, N=16) foram
utilizadas no estudo. Dessas amostras, 102 foram obtidas do Banco de DNA e Tecidos do Laboratorio de
Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, e 15 da Associagdo dos
Criadores de Caprinos e Ovinos de Minas Gerais.

As amplificacdes para os 12 locos de microssatélites (ILSTS11, ILSTS87, OMHCI1, TCRVB6,
INRAO0O5, INRA63, SPS0113, SRCRSP5, MCM527, INRABERN172, D5S2 ¢ OARCP49) foram feitas
em termocicladores (Applied Biosystems) em um volume final de 5 pL, utilizando o Kit Qiagen Master
Mix para PCR-multiplex, segundo as recomendagdes do fabricante, 4,5ng de DNA gendémico, 0,05-0,15
UM de cada primer.

Os fragmentos amplificados foram separados em seqiienciador automatico, ABI Prism 3100
(Applied Biosystems) e os dados foram analisados com os sofiwares GenScan v. 3.1 e Genotyper v.
3.7.0.1 (Applied Biosystems) para identificagdo dos genotipos de cada individuo. Com o programa
Cervus v. 3.0.3 (Marshall et al., 1998) foram obtidos o numero de alelos (K), heterozigosidades
observada (Ho) e esperada (He), contetido de informagdo polimorfica (PIC), duas probabilidades de
exclusdo (PE1 e PE2) para cada loco e raga, assim como para o conjunto de microssatélites e populacio
global. A PE1 ¢ a probabilidade de exclusdo estimada quando a analise ¢ realizada com dois genotipos
(produto e suposto pai) enquanto que a PE2 ¢ estimada quando além desses gendtipos tem-se também o
gendtipo de um dos verdadeiros progenitores (em geral a mae).

Resultados e Discussio

Todos os 12 locos amplificaram fragmentos polimodrficos nas oito ragas avaliadas, sendo que
desses, quatro sao locos recomendados pela ISAG (ILSTS87, INRA00S, INRA63 e MCM527) e quatro
pela IN n® 74 de 2004 do MAPA (OMHCI, SPS113, D5S2 ¢ OarCP49) para teste de paternidade em
caprinos no Brasil. Em algumas ragas, os locos SPS0113 (Alpina), OarCP49 (Moxotd, Anglo Nubiana,
Marota ¢ Mambrina), ILSTS11 (Repartida), e D5S2 (Marota ¢ Mambrina) apresentaram problemas de
amplificagdo.

O numero de alelos variou de 4 (D5S2 e SPS0113) a 11 (TCRVB6) e a He oscilou entre 0,05
(D5S2) e 0,83 (TCRVBG6 e INRAOS) (Tabela 1). Os maiores valores de PIC foram para os locos OMHC1
(0,81; PE=67) ¢ TCRVB6 (0,80; PE=0,66) que também apresentaram as maiores probabilidades de
exclusdo. Para os locos recomendados pelo MAPA (D5S2 e OarCP49) os valores destes mesmos
pardmetros foram muito inferiores, embora estes contribuiram para aumentar as probabilidades de
exclusdo combinada (PE1 e PE2), uma vez que a retirada dos mesmos ocasionou uma diminui¢do nos
valores de PE (informagdes ndo mostradas neste trabalho). Uma alternativa para aprimorar os resultados
obtidos seria substituir esses locos por locos mais informativos ou ainda analisar um maior niimero de
individuos para esses locos.

O painel de 12 microssatélites proposto neste trabalho apresentou probabilidade de exclusdo
combinada de 0,9866 ¢ 0,9998 (PEl e PE2) e estd composto de oito microssatélites altamente
informativos com PIC superior a 0,6. A PE2, que considera a presenca do gendtipo da mae, foi
considerada alta e satisfatoria para os valores minimos de exclusdo de parentesco (99,9%) obtidos com
microssatélites (Weimer, 2003).

A Tabela 2 apresenta os parametros analisados para o conjunto de microssatélites por raga.
Observa-se que o painel foi mais informativo na raga especializada Mambrina (PIC= 0,73) ¢ na
localmente adaptada, Marota (0,70), sendo que as PE2 mais elevadas (0,9999) foram também observadas
nessas ragas. Luikart et al. (1999) relataram probabilidades de exclusdo superior a 0,99999 utilizando 22
locos de microssatélites em diferentes ragas caprinas, dentre elas, a raga Saanen.
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Tabela 1- Quantidade de individuos genotipados (N), nimero de alelos (K), heterozigosidades observada
(Ho) e esperada (He), conteudo de informagdo polimorfica (PIC) e probabilidades de exclusdo
(PE1 e PE2) por loco considerando o total de amostras testadas de diferentes ragas.

Locos N k Ho He PIC PE1 PE2
ILSTS11 91 7 0,52 0,69 0,66 0,29 0,48
ILSTS87 107 7 0,70 0,77 0,73 0,38 0,56
OMHC1 112 10 0,85 0,83 0,81 0,50 0,67
TCRVB6 92 11 0,71 0,83 0,80 0,49 0,66
INRAOS5 95 5 0,89 0,63 0,56 0,21 0,36
INRAG3 106 7 0,55 0,68 0,62 0,27 0,43
SPS0113 106 4 0,52 0,59 0,54 0,19 0,35
SRCRSP9 111 8 0,86 0,73 0,68 0,31 0,49
MCMS527 110 7 0,73 0,77 0,73 0,38 0,56
INRA172 92 6 0,61 0,74 0,69 0,33 0,51
D5S2 109 4 0,05 0,05 0,05 0,00 0,02
OARCP49 99 5 0,95 0,52 0,40 0,13 0,21
Média - 6,75 0,66 0,65 0,61 *0,9866 **0,9995

*Probabilidade de exclusdo combinada 1 e ** Probabilidade de exclusdo combinada 2.

Tabela 2 - Quantidade de individuos genotipados (N), nimero médio de alelos (Ay), heteromzigosidades
observada (Ho) e esperada (He), contetido de informagdo polimérfica (PIC) e probabilidades
de exclusdo combinada (PE1 e PE2) por raca caprina para o painel de microssatélites.

Racas N Ay Ho He PIC PE1 PE2

Alpina 6 3,33 0,61 0,58 0,48 0,9155 0,9904
Anglo 4 3,75 0,63 0,70 0,56 0,9745 0,9985
Mambrina 16 7,42 0,69 0,80 0,73 0,9990 0,9999
Saanen 14 433 0,65 0,59 0,52 0,9464 0,9958
Canidé 16 4,42 0,71 0,62 0,55 0,9712 0,9982
Marota 23 7,42 0,63 0,76 0,70 0,9973 0,9999
Moxoto 22 6,17 0,64 0,68 0,61 0,9811 0,9992
Repartida 16 4,58 0,65 0,61 0,53 0,9535 0,9966

Conclusoes

A alta probabilidade de exclusdo para o painel de 12 locos de microssatélites indicou sua
efetividade para exclusdo de paternidade em ragas caprinas especializadas e localmente adaptadas no
Brasil, constituindo uma ferramenta efetiva para os programas de melhoramento e conservacdo da
espécie.
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