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DESCRICAO DE CINCO LOCI DE MICROSATELITE EM UMA POPULACAO DE
CAPRINOS DA RAGA ALPINA E SUA UTILIZAGAO EM TESTES DE
CONFIRMACAO DE PATERNIDADE EM CASOS ONDE O GENOTIPO MATERNO
E OU NAO INFORMADO1
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REsuMO

Os sistemas atuais de avaliagdo genética sdo baseados em informagdes produtivas de parentes. Para que tais métodos
possuam a eficiéncia desejada ¢ imprescindivel o registro acurado de patanidade. Este trabalho tem o objetivo de testar a
utilizagdo de um painel de microssatélitess de DNA para verificagdo de paternidade em caprinos no Brasil, nos casos onde
o gendtipo materno ¢ conhecido ou desconhecido. Foram utilizados cinco loci para a genotipagem de 120 animais. Os
fragmentos gerados por amplificagio em PCR foram analisados em sistema multiplex automatico (ABI 310, PE). Foram
descritos o nimero de alelos, o tamanho de fragmentos e as freqiiéncias obtidas em cada locus. De todos os marcadores
analisados, o que apresentou maior PIC foi o INRAOO6, sendo também o de maior heterozigosidade. Quando o gendtipo
materno ¢ considerado, o PIC foi superior ao obtido quando este ¢ desconhecido. A probabilidade de exclusdo combinada
obtida foi de 0,967 e 0,860, considerando respectivamente o genotipo materno ou ndo. A  probabilidade de exclusio do
teste foi maior quando a mie tem o gendtipo conhecido, porém a exclusio de paternidade geralmente s6 envolve o
conhecimento do genétipo do pai e da progénie. Mais loci deverdo ser estudados para compor o painel, buscando
aumentar a informatividade do teste.
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TITLE

(DESCRIPTION OF FIVE MICROSATELLITE LOCIIN A ALPINE GOAT POPULATION AND THEIR
UTILIZATION FOR PATERNITY VERIFICATION IN CASES WHERE THE MOTHER GENOTYPE WAS
INFORMATED OR NOT) 1

ABSTRACT

The genetic evaluation systems used now a days are based in relative production information. For the desired efficiency
of the, the accuracy of parentage report is essential. This work has the aim to test the utilization of a panel based in DNA
microsatellites, for parentage verification in goats from Brazil, in cases where the mother genotype was know or
unknown. Five loci were utilized for to genotype 120 goats. The PCR amplified fragments were analyzed in only one
multiplex automated system (ABI 310, PE). The allele number, the fragment size and the allele frequency for every locus
were reported. Among all analyzed markers, INRAOO6 demonstrated the higher PIC, and higher heterozigosity. When the
mother genotype was considered, the PIC was higher that when its not considered. The exclusion probability combined
was .967 and .860, in the case where mother genotype was considered or not. The exclusion probability was higher when
the mother genotype was known, but the paternity exclusion usually involve only the pair father-progeny. More loci have
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to be studied for the panel composition, to enhance the test information.
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INTRODUGAO

O teste de progénie, principal ferramenta para o melhoramento animal, se baseia em avaliagdes genéticas com base no
desempenho de filhas. A acuracia do teste depende, em parte, da precisdo das anotagdes de paternidade. Segundo RON et
al. (1996), erros de paternidade podem atingir até 20% dos registros, reduzindo drasticamente o ganho genético obtido na
populagao.

Atualmente existem no banco de dados da espécie caprina (http:/locusjouy.inra.fr) 727 loci descritos, sendo 303 genes e
424 loci de microsatélites. O mapa genéico cobre 2737 cM, compreendendo >88% do genoma da espécie (SCHIBLER et
al.,1998). Entretanto, as informagdes disponiveis sobre os loci descritos sdo poucas. O locus BETACAP ¢ pertencente ao
cluster génico da caseina (RIJUKELS et al. unpublished). O locus ILSTS087 e os loci INRAOO5 e¢ INRAOO6 foram
descritos em caprinos por homologia em bovinos (PEPIN et al.,1995). O INRABERN172 foi descrito por SCHIBLER et
al. (1998) em caprinos.

Este trabalho teve o objetivo de estudar cinco loci de microsatélites e sua utilizacdo para a verificagdo de paternidade em
dois casos: (1) quando além do genotipo do suposto pai e da progénie, o genotipo da mae ¢ conhecido (2) apenas o
gendtipo do suposto pai e da progénie sdo conhecidos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 120 caprinos da raga Alpina, pertencentes a cinco familias de meio-irmaos
paternos do rebanho da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais. As amostras de
sangue para extracao de material genético foram colhidas na veia jugular pelo sistema de vacuo.
Depois de colhido, o sangue foi acondicionado em geladeira (4 0C) por 12 horas antes de iniciar a
extracdo de DNA, segundo protocolo do fenol:cloroférmio de SAMBROOK et al.(1998).

Foram utilizados cinco primers de microsatélites marcados fluorescentemente: BETACAP
(Tet/verde), ILSTS087 (6-Fam/azul), INRAOO5 (6-Fam/azul), INRAOO6 (Hex/amarelo) e
INRABERN172 (Hex/amarelo), localizados nos cromossomos 6, 7, 12, 3 e 26, pertencentes ao
painel francés (em colaboragdo com o LABOGENE, INRA).

As reacbes de PCR foram feitas em multiplex para todos os primers, exceto o INRA0O6, que
mostrou otimizagdo da reagdo em maior concentragdo de Mg®. Cada 20il de reacdo de PCR
contém 25 ng de DNA gendmico, 20 mM de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCI, 0,2mM de dNTP,
1,25mM a 2,5mM de MgCl; e 1 U Taq polimerase. A concentragdo dos primers ficaram entre 0,12
iM e 0,20 iM. Apds o periodo de ativagdo de 94°C/ 3 min., foram realizados 27 ciclos de 94°C/
1min, 56°C/ 1min, 72°C/ 1min, seguidos por uma extensdo final de 72°C/ 20 min.A eletroforese
capilar foi realizada a 15 kV, 60°C, por 20 minutos no Genetic Analyzer ABI 310, da Applied
Biosystem TM, e analisados utilizando o software Genescan®.

Os gendtipos foram analisados pelo Statistical Analysis Software (SAS,1998), obtendo-se as
freqUéncias génicas de cada alelo e a heterozigosidade n&o viesada (Hu), conforme descrito por
OTT (1992). O conteudo de informagédo polimérfica de cada locus foi calculado conforme descrito
por BOTSTEIN et al. (1980), assumindo que o gendtipo do pai alegado, da progénie e da mae
confirmada s&o conhecidos (PIC1); e conforme JAMIESON e TAYLOR (1997), assumindo o
conhecimento apenas do gendtipo pai-progénie (PIC2). A probabilidade de excluséo, definida com
a probabilidade de excluir um individuo ao acaso da paternidade, foi calculada segundo JAMIESON
(1994), sendo conhecido o gendtipo do pai alegado, da mae confirmada e da progénie (PE1) e
segundo JAMIESON e TAYLOR (1997), quando apenas o gendtipo pai-progénie é conhecido
(PE2). A probabilidade de exclusdo combinada para todos os loci analisados foi calculada pelo
produto da probabilidade de inclusdo em cada loci PI=1-PE, pois uma exclusdo é conclusiva.
Assim, a probabilidade PI é a probabilidade daquele pai nao ser excluido em nenhum dos loci.
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RESULTADOS E DISCUSS®

Na TABELA 1 sio dados a freqiiéncia e os tamanhos dos alelos obtidos na populagdo. Dos cinco loci
estudados, a combinagdo de dyes/cores possibilitou o uso da analise em multiplex, o que torna o sistema de
genotipagem mais rdpido e econdmico. Os primers corados com o mesmo dye ndo geraram fragmentos de
tamanho sobrepostos, possibilitando a andlise automatica.

A heterozigosidade médial foi de 0,717, variando de 0,630 a 0,822, sendo todos os loci considerados
informativos (H>0,50) segundo OTT (1992). Conforme o esperado, o PIC foi maior para os loci de maior
heterozigosidade. De todos os marcadores analisados, o que apresentou maior PIC foi o locus INRA006. Ao
considerar-se confirmado o gendtipo materno o PIC foi superior ao obtido quando este ¢ dado como
desconhecido (TABELAL1).

A probabilidade de exclusdo combinada obtida foi de 0,967 (PEl) e 0,860 (PE2). Conforme descrito por
LUIKART et al. (1999), a probabilidade de exclusio geralmente é maior quando a mae tem o genotipo
conhecido, porém a exclusdo de paternidade geralmente s6 envolve o conhecimento do gendtipo do pai e da
progénie.

USHA et al (1995), com apenas cinco sistemas de microssatélites, obtiveram probabilidade de exclusdo de
0,99 em bovinos. HEYEN et al. (1997) obteve conteido de informagdo polimoérfica médio de 0,59 e
probabilidade de exclusao do pai incorreto >0,99999, quando se utilizou 22 sistemas de microsatélites, em
multiplex. Em caprinos, LUIKART et al. (1999) desenvolveram um painel com 22 microsatélites em dois
multiplex para o teste de paternidade em caprinos obtendo uma probabilidade de exclusdo >0,99999. Portanto,
mais loci deverdo ser acrescentados para um teste de paternidade confiavel, uma vez que existe com este
painel a chance de inclusdo errada de aproximadamente 1:30.

CONCLUSOES

O teste de paternidade baseado em microsatélites, através do sistema automatico de analises de fragmentos,
utilizando os cinco loci estudados proporcionou uma probabilidade de exclusdo de 0,86 quando apenas o par
suposto pai-progénie ¢ genotipado. Mais loci deverdo ser estudados e incorporados ao painel para o teste de
paternidade tornar-se mais confiavel.
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TABELA 1- Numero de alelos (N), variagdo do tamanho dos fragmentos (pb), heterozigosidade
estimada (H,), probabilidade de informagdo polimérfica (PIC1 e PIC2) e probabilidade de exclusdo
(PE1 e PE2) para os cinco loci estudados em caprinos da raca Alpina.

Loci N (pb) H. PIC1 PIC2 PE1 PE2

BETACAP 5 160-170 0.6447 0.5769 04315 0.3781 0,2253
INRAO05 4 115-121 0.6305 0.5579 04113 0.3561 0,2078
ILSTS087 9 135-153 0.7157 0.6713 0,5307 04911 0,3160
INRAO06 8 106-122 0.8220 0.7949 0,6758 0.6440 0,4693
INRABERNI172 5  142-150 0.7712 0.7317 0,5966 0.5520 0,3720
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