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RESUMO O objetivo deste trabalho foi caracterizar a distribuicdo da variabilidade genética dentro de um Nucleo de Conservagéo da raca
Santa Inés a partir do uso de marcadores moleculares. Foram utilizados 17 locos em 191 individuos do rebanho de Santa Inés da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, Sergipe. Os resultados obtidos mostraram que existe variabilidade genética significativa existente dentro
do nucleo com valores de Heterezigosidade média observada de 0,702 e de contelido de informagao polimérfica (PIC) de 0,704. Outras
andlises intrapopulacionais mostraram que 29% dos locos analisados ndo estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,01) e
apresentaram excesso de homozigotos (p<0,05). A partir do indice de proporgdo de alelos compartilhados entre todos os individuos
analisados, foi feito um dendrograma para estimar quais seriam os animais mais proximos ou mais distantes dentro do rebanho, com
especial atengado para os 10 machos reprodutores. Trés agrupamentos principais foram identificados e em todos existe pelo menos um
reprodutor do rebanho. Esse tipo de analise é importante, pois ira auxiliar o manejo reprodutivo do rebanho bem com senira de
ferramenta complementar para os programas de melhoramento classico que se iniciaram dentro deste Nucleo de Conservagéo.
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MOLEUCLAR MARKERS APPLIED IN CONSERVATION AND BREEDING OF SANTA INES FLOCK

ABSTRACT The objective of this study was to characterize the genetic variability distribution within the one Conservation Nucleus of
Santa Inés sheep breed utilizing molecular markers. Seventeen loci were utilized in 191 individuals of the Conservation Nucleus of
Embrapa Tabuleiros Costeiros, located in Sergipe. The results showed that there is a significant genetic variability within the herd with a
mean heterozigosity of 0.702 and polymorphic information content (PIC) of 0.704. Other intrapopulational analyses showed that 29% of
the analyzed loci are not in Hardy-Weinberg equilibrium (p<0.01) and present homozygous in excess (p<0.05). In order to estimate which
animals were more related an less related within the herd, with emphasis on the 10 rams, a dendrogram was done, using the proportion
index of alleles shared among all analyzed individuals. Three main groups were identified and it was found that in each one of then exists
at least one sire. This type of analysis is very important because besides helping in the reproductive management, it can be used as a
complementary tool on the animal breeding program that already has started within this Conservation Nucleus.
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INTRODUGAO

Os ovinos deslanados contribuem como fonte importante de carne em muitos paises de América Latina e, nos
ultimos anos, o consumo de carne ovina no Brasil vem se intensificando (Furusho et al., 1995). Tal fato estimula o
desenvolvimento de pesquisas com objetivo de melhorar praticas de manejo, alimentagéo e ragas para obtengéo
de um produto de melhor qualidade. Dentre as racas naturalizadas deslanadas existentes no Brasil, a Santa Inés
€ que se apresenta em vasta expansao atualmente.

A Utilizacdo de marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento animal classico € uma realidade,
principalmente apds o estabelecimento de metodologias de replicacdo especifica do DNA como a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” - PCR), bem como no aumento da capacidade de
processamento de dados pela informatica. Dentre as varias aplicagdes existentes destas metodologias, destaca-
se a caracterizagdo molecular de rebanhos de uma determinada raga para manter a diversidade genética maxima
e auxiliar no desenvolvimento de sistemas de producdo sustentaveis, uma vez que nao é possivel predizer com
objetividade quais caracteristicas podem ser necessarias no futuro para a producao de ovinos no Brasil.

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo caracterizar um rebanho de conservagao da raga Santa Inés por
meio de marcadores de microssatélites altamente polimérficos de modo a otimizar tanto a conservagdo do
rebanho bem como o seus programas de manejo e melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 191 amostras (10 reprodutores e 181 matrizes) de sangue de animais da raca Santa Inés
pertencentes ao Nucleo de Conservacdo dessa raga localizado na Embrapa Tabuleiros Costeiros, Sergipe. O
DNA foi extraido a partir de um protocolo ndo organico com NaCl. Para as rea¢des de PCR foram utilizados até o
momento 17 locos de microssatélites em todos os individuos, de modo que a grande maioria foi recomendada
pela FAO (“Food and Agriculture Organization®) e ISAG (“International Society of Animal Genetics”). Sao eles:
OarFCB20, ILSTS05, OarFCB48, ILSTS11, ILSTS87, INRA35, OarCP20, INRA63, OarAE129, OarFCB304,
OMHC1, OarHH35, OarJMP29, INRA23, MAF65, MAF214 e BM827. As genotipagens foram realizadas em
Sequenciador Automatico “ABI Prism” 310 e analisadas a partir do software Genescan (“Appleid Biosystems”).
Uma vez obtidas as frequéncias alélicas para todos os locos, foram estimados parametros genéticos
populacionais do rebanho a partir dos programas Genepop (Raymond e Rousset, 1995) e Cervus (Marshall et
al.,1998). Adicionalmente, foram estimadas duas probabilidades de exclusdo de paternidade (PE), onde na PE1,
foi estimada a chance de exclusdo quando se conhece apenas o genétipo do filho e do possivel progenitor,
enquanto que na PE2, se conhece o gendtipo de um dos verdadeiros pais além do gendtipo do filho e do possivel
progenitor.

Uma outra estratégia para extrair informacao de gendtipos individuais é a analise de distancias entre individuos
baseadas na proporcao de alelos compartilhados por eles. Dessa forma, uma matriz foi criada para todos 191
individuos a partir do programa MICROSAT (Minch et al., 1996) e um dendrograma foi posteriormente obtido pelo
algoritmo de agrupamento “Neighbor joining”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da variabilidade intra-racial (Tabela 1) demonstrou que o Nucleo de Conservagédo da raca Santa Inés
apresentou altos valores de heterozigosidade observados para a maioria dos locos, bem como de conteudo de
informacao polimoérfica (PIC). Tais valores reforgam a importancia do uso de marcadores microssatélites, visto a
qualidade da informacao que pode ser extraida. Cinco dos 17 locos utilizados (29 %) ndo estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p<0,01). Tais valores sao relativamente excelentes em se tratando de espécies de animais
domeésticos onde as praticas de selecao artificial sdo constantes. Na mesma linha de pensamento o rebanho da
Embrapa Tabuleiros Costeiros apresentou baixos indices de consanglinidade com um valor médio de Fis de 1
%. Apenas quatro dos 17 locos (23,5 %) apresentaram indices de consanguinidade significativamente elevados
de forma os mesmos estdo com um excesso de homozigotos (Tabela 1). Estes resultados sdo muito importantes
e a partir deles varias medidas praticas podem ser tomadas como sele¢cdo de um painel dos principais locos que
poderao ser utilizados para monitoramento da variabilidade genética de rebanhos de ovinos Santa Inés do Brasil
bem como na recomendacdo de manejo reprodutivo, pelo monitoramento dos valores de Fis. Pariset et al.



(2003), estudando varios rebanhos de uma raca nativa da Italia, identificaram a partir dos valores de Fis, rebanhos
altamente consanglineos e promoveram o manjo genético de forma tanto a conservar a ragca como aumentar seu
nivel de produtividade.

O painel utilizado permitiu também confirmar a viabilidade desses marcadores para serem utilizados em de testes
de exclusdo de paternidade dentro do rebanho, visto que os mesmos tiveram probabilidades conjuntas de
exclusdo de paternidade (PE1, PE2) de 99,97 % e 99,99 % respectivamente. Um dos pontos chaves para o
sucesso de um programa de melhoramento € a correta informagao do pedigree do rebanho. Dessa forma, uma
hipotese interessante que esta sendo testada nesse rebanho é estimar, por meio desses marcadores
moleculares, a taxa de erros de paternidade dentro do rebanho.

O dendrograma obtido pelas analises inter-individuais mostraram claramente a formagdo de trés grupos
principais (A, B e C) dentro do rebanho. De modo que o nimero de reprodutores presentes em cada grupo foi,
respectivamente, cinco, quatro e um. Segundo Arranz et al. (2001), esse tipo de andlise é extremamente
importante, pois mostra a variabilidade genética dos individuos sem impor a formagao de grupos artificiais (ex.,
familias, grupos, populacdes,). Tais resultados serao utilizados na pratica para auxiliar no descarte de
reprodutores bem como na implantagdo de sistemas de rotagdo de reprodutores entre e dentro dos grupos
estabelecidos de forma a maximizar a variabilidade genética existe. Os resultados ainda poderéo servir de
ferramenta para os programas de melhoramento classico que se iniciam nesse rebanho.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados confirmam a utilidade dos marcadores microssatélites como ferramenta para
auxiliar programas de conservagado e melhoramento animal tanto da raga Santa Inés, bem como para outras racas
de ovinos brasileiras. Projetos futuros visardo agregar novos Nucleos de conservagdo e melhoramento para
formar rum sistema integrado de conservacao e uso da raga Santa Inés.
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TABELA 1 Locos de microssatélites utilizados; niumero de alelos por loco (N); localizagdo dos locos no
genoma ovino (cromossomos - Cr); heterozigosidade observada (Het.Obs); heterozigosidade esperada
(Het.Esp.); conteudo de informagéo polimérfica (PIC); valores de probabilidade para Equilibrio de Hardy-
Weimberg (EHW); probabilidades de excluséo 1 (PE1) e 2 (PE2) e indice de consangtinidade (Fig) para

17 loci de microssatélites analisados no nucleo de conservagdo da raga Santa Inés da Embrapa
Tabuleiros Costeiros.

Locos N Cr. Het. Obs Het. Esp. PIC EHW?2 PE1 PE2 Fis
INRA23 9 1 0,832 0,834 0,812 0,4153 0,501 0,671 0,002
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0,899
0,578
0,698
0,464
0,886
0,746
0,727
0,811
0,766
0,963
0,465
0,693
0,753
0,739
0,626
0,793
0,732

0,708
0,607
0,813
0,665
0,844
0,812
0,701
0,803
0,805
0,828
0,427
0,735
0,728
0,760
0,683
0,818
0,740

0,670
0,581
0,785
0,612
0,823
0,783
0,651
0,773
0,780
0,802
0,344
0,691
0,686
0,738
0,650
0,790
0,704

0,0147
0,0965
0,0000
0,0000
0,6980
0,0003
0,0416
0,7569
0,0008
0,9999
0,9049
0,3386
0,8017
0,2377
0,0000
0,2446

0,311
0,222
0,453
0,247
0,518
0,449
0,283
0,435
0,451
0,479
0,091
0,332
0,331
0,397
0,286
0,459
0,99968

0,491
0,408
0,629
0,414
0,685
0,625
0,456
0,612
0,627
0,652
0,177
0,507
0,506
0,583
0,471
0,634
0,99999

-0,271
0,048
0,141*
0,302*
-0,050
0,082*
-0,037
-0,011
0,049
-0,163
-0,088
0,057
-0,035
0,027
0,083*
0,030
0,010

asigniﬁcativo p<0,01; “excesso de homozigotos p< 0,05



