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Resumo: Ha uma necessidade de adotar estratégias de conservagdo para as populagdes
naturalizadas de animais domésticos para assegurar a manutencio destas para o futuro.
Este estudo visa contribuir para o conhecimento da variabilidade genética por meio de
marcadores de microssatélites em caprinos naturalizados Moxotd, Canindé e Marota.
Foram amostrados 124 animais adultos dos grupos Moxotd, Canindé e Marota dos
nucleos de conservagdo da Embrapa. O DNA extraido foi amplificado mediante a
rea¢ao em cadeia polimerase (PCR) e genotipado através do programa Fragment Profile
(Amersham Bioscience). O método UPGMA (Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic Mean) foi utilizado para constru¢do do dendograma com bootstrap (1000
repeti¢des) pelo programa TFPGA (Miller, 1997). O dendograma agrupou no primeiro
nodulo as populagdes Moxoto e Canindé e o bootstrap apresentou 75% de similaridade
neste nddulo. No segundo ndédulo houve a inclusdo das trés populacdes e obteve
bootstrap de 100%. O numero de loci suportando cada ndédulo foram quatro e cinco,
respectivamente. O método UPGMA, utilizando as distancias de Nei (1978), permitiu o
discernimento das populacdes caprinas com base em dados moleculares.

Palavras-chave: dendograma, diversidade genética, grupamento, marcadores, recursos

genéticos

Genetic distance in naturalized goats using DNA microsatellites

Abstract: There is a need to adopt conservation strategies for naturalized populations of
domestic animals to ensure their maintenance for the future. The objective of this study
was to determine the genetic variability in naturalized Brazilian goat populations using
microsatellite markers. Samples of 124 Moxoto, Canindé and Marota adult animals
were obtained from conservation flocks maintained by Embrapa. The extracted DNA
was amplified by chain polimerase reaction (PCR) and genotyped using the Fragment
Profile program (Amersham Bioscience). The Unweighted Pair Group Method With



Arithmetic Mean method (UPGMA) was used for construction of the dendogram with
bootstrap (1000 repetitions) of the TFPGA program (Miller, 1997). The Moxot6 and
Canindé groups were included in the first nodule of the dendogram with a bootstrap
value of 75%. All three groups were included in the second nodule with a bootstrap
value of 100%. The loci number supporting each nodule was four and five, respectively.
The method UPGMA with molecular data, using Nei's distances (1978), allowed for the
discernment of these goat populations.
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Introducéo

A populacao caprina no Brasil ¢ de aproximadamente 10.050.888 de animais,
com 94% concentrada na Regido Nordeste (IBGE, 2006). E preciso realizar estudos e
definir estratégias de conservacdo para as racas naturalizadas de caprinos, pois a
diversidade ¢ importante tanto na conservacdo quanto na produ¢do animal. Segundo
Rodero e Herrera (2000), esses estudos devem visar a caracterizacdo, identificagdo e a
diferencia¢do das populagdes revelando a origem e a historia das ragas, seu senso e
distribuicdo geografica, qualidades e aptiddes, caracteres etnoldgicos, descrigdo
fenotipica, estudos morfo-estruturais e o uso de polimorfismos entre as racas.

Existem varias ferramentas que auxiliam na conservagdo, com destaque a analise
de DNA, que ¢ utilizado em programas de conservacao e melhoramento genético. Neste
aspecto, a biologia molecular, através de técnicas de analise de DNA, vem auxiliando o
desenvolvimento de novas tecnologias, permitindo conhecer a variabilidade ao nivel de
DNA (Barker, 1994).

Segundo Notter (1998), assegurar a sobrevivéncia de ragas, seja nas instituigdes
publicas ou pelos criadores, permitird que, no futuro, as mesmas possam constituir fonte
de material genético capaz de melhorar a resisténcia de outras ragas ou a condi¢des
desfavoraveis do ambiente de criagao.

O método UPGMA se baseia no agrupamento sucessivo de pares de taxons de
acordo com o nivel de similaridade. O método de “ligagdo média” ou UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) define a distancia entre
grupamentos como a distdncia média entre os pares. Esse método gera arvores com
simetria dos ramos ao redor de um no e a condi¢@o bioldgica que gera tal simetria ¢ a
ocorréncia de taxas evolutivas constantes. Porém, em estudos de diversidade dos
animais domésticos, o interesse maior estd no valor de conservacdo, mais do que na
filogenia exata (Aratjo, 2004).

Com este estudo objetivou-se contribuir para o conhecimento da variabilidade
genética através do uso de marcadores microssatélites dos caprinos naturalizados
Moxoto6, Canindé e Marota.

Material e Métodos

Utilizou-se neste estudo 23 animais adultos da raga Moxotd, 22 animais Canindé
e 79 Marota dos nucleos de conservagdo da Embrapa, localizados em Sobral, CE
(Moxot6 e Canindé) e em Castelo do Piaui, PI (Marota). As amostras de sangue para
extragdo de material genético foram colhidas na veia jugular pelo sistema a vacuo
contendo EDTA. Depois de colhido, o sangue foi armazenado a -4°C até a extracdo de
DNA, usando o protocolo do fenol, adaptado de Aratijo (2004).

Foram selecionados para estudo das ragas Moxot6 e Canindé e do ecotipo
Marota, cinco loci de microssatélites anteriormente descritos na literatura e depositados
no ISAG (2008): ILSTSO011 (6-fam), CSRD0247 (6-fam), INRA006 (6-fam), HSC (6-
fam) e SCRRSP23 (Ned).



As amostras amplificadas por meio do PCR foram conduzidas em aparelho
termociclador Perkin-Elmer, modelo PE2400. A reagdo de cada primer foi constituida
de 25ng de DNA gendmico, em solu¢dao de PCR (20 mM de Tris-HCL, pH 8,3; 50 mM
de KCI; 0,2 mM de dNTP; e 1,0 unidade de Taq DNA Polimerase) as concentragoes de
Cloreto de Magnésio variaram entre 1,25 mM a 2,5 mM, dependendo da exigéncia de
cada locus, totalizando um volume no final da reacdo de 20 pL. O ciclo para realizagdo
da PCR foi de 95°C/5 min. seguido de 28 ciclos de 95°C/1 min, 56°C/1 min, 72°C/1
min, e uma fase extensdo final de 72°C/20 min. A eletroforese capilar foi realizada com
base na desnaturacdo por 94°C/5S min e genotipadas pelo Megabace (Amersham
Bioscience), com base no software Fragmente Profile. Os genotipos obtidos foram
analisados pelo programa TFPGA (Miller, 1997), obtendo-se as freqiiéncias gé€nicas de
cada alelo e a heterozigosidade observada.

A distancia genética (Da) foi estimada segundo Nei (1978), corrigida para
amostras de tamanho pequeno. O método de agrupamento com média aritmética nao
ponderada (UPGMA-Uniweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean), foi
utilizado para constru¢do do dendograma. Para dar um intervalo de confianga a arvore
construida, o bootstrap (1000 repetigdes) foi realizado pelo programa TFPGA v 1.3,
fornecendo a porcentagem de replicatas similares aos dados originais.

Resultados e Discusséo
A matriz das distancias genéticas calculada (Nei, 1978) ¢ dada na Tabela 1 e
pode ser tomada como medida da diversidade entre populagdes. A similaridade entre as
populacdes Moxot6 e Canindé foi maior do que entre Canindé e Marota, e entre Moxotd
e Marota.

Tabela 1- Distancias genéticas de Nei (1978) Da entre as populagdes caprinas

estudadas.

Populagdes Canindé Marota
Moxoto 0,5180 1,0045
Canindé 0,6593

A populagdo Marota demonstrou maiores distancias em relag¢do as ragas Moxotd
(Da = 1,0045) e Canindé (Da - 0,6593).

Na Figura 1, o dendograma gerado agrupou no primeiro noédulo as populagdes
Moxot6 e Canindé ¢ o bootstrap apresentou 0,7470 de similaridade neste nddulo. No
segundo nddulo houve a inclusdo das trés populagdes a distancia de 0,8319 e obteve
bootstrap de 100%. O numero de loci suportando cada nodulo foi quatro e cinco,
respectivamente.
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Figura 1. Dendrograma UPGMA (unroted) construido usando a distancia genética (Dy).



Conforme dados obtidos neste estudo, existe diversidade genética entre as
populacdes estudadas. O método UPGMA através da D, (Nei, 1978) mostrou topologia
correta na construgdo de arvores filogenéticas, pois Dy € a medida de distancia mais
eficiente para obter topologia da arvore evolutiva. As distancias de Nei e o dendograma
obtido condizem com o historico das populagdes e de suas distribuicdes geograficas
originais, mostrando-se consistentes.

Conclusoes

Em estudo com marcadores de microssatélites da variabilidade das populacdes
caprinas naturalizadas, foi demonstrado que as ragas Moxotdé e Canindé possuem
distancia genética, sendo ambas mais distantes da populacio Marota. O método
UPGMA, utilizando as distancias de Nei (1978), permitiu o discernimento das
populacdes caprinas com base em dados moleculares. Preconiza mais estudos sobre a
variabilidade dos caprinos naturalizados do nordeste brasileiro com objetivo de
monitorar a conservacao.
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