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RESUMO - Os erros de paternidade prejudicam a selecdo e os ganhos genéticos obtidos nos
rebanhos. O objetivo do trabalho foi estudar a verificacdo de paternidade em rebanhos utilizando-se
inferéncia estatistica da razdo de verossimilhanca. Foram genotipados onze loci de microssatélites
em 292 caprinos das racas leiteiras Alpina e Saanen e da raca naturalizada Moxoté. As andlises
foram realizadas no programa CERVUS v 2.0 (Marshall et al., 1998). Se fosse adotado o método de
exclusédo (PE=0,9996), cerca de 60% dos casos de paternidade seriam resolvidos. Pela inferéncia
estatistica do CERVUS, solucionou-se 76% dos casos de paternidade. Desta forma, a metodologia
pode ajudar as verificacdes de paternidade em larga escala, diminuindo o custo para sanar erros
laboratoriais e perdas parciais de genotipagem. Considerando erros de paternidade aqueles com
mais de trés incompatibilidades de genotipo, a taxa de erro foi de 10%.

PALAVRAS-CHAVE: CERVUS, erro de paternidade, poder de exclusdo, confianca estatistica

PATERNITY VERIFICATION IN GOAT’'S HERDS: STATISTICAL INFERENCE USING THE
LIKELIHOOD RATIO

ABSTRACT - The paternity misidentification damage the selection and the genetic gain of herds. The
objective of the work was to study the verification of paternity in herds using the method of statistical
inference likelihood-based. Using eleven microsatellite loci, 292 goats were genotyped from the
milking breeds Alpine and Saanen, and the naturalized breed Moxotd. The analyses were done in
computational programs CERVUS v 2.0 (Marshall et al., 1998). If adopted the exclusion (PE=.9996),
around 60% of paternity would be marked. The test of statistical inference classified 76% of the cases
of paternity. In this context, the inference method can help the paternity verifications in large scale,
decreasing the cost to solve the laboratory mistakes and partial losses of genotyping. Considering
mistakes of paternity those with more than three genotype incompatibilities, the error rate was 10%.
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INTRODUCAO

Todas as metodologias existentes para avaliagcdo genética sédo baseadas em informacdes de
parentesco, e portanto, subordinadas a registros confiaveis de paternidade. A importancia dos testes
de paternidade para o melhoramento genético pode ser ilustrada nas perdas da acuracia de selegao
e na reducao do ganho genético originados de identificacdes errbneas na genealogia (Carneiro et al.,
1999).

Os métodos para andlise de paternidade em popula¢des naturais, ou onde os dados sdo
levantados em larga escala, podem diferir do enfoque utilizado nos laboratérios comerciais, onde
apenas a confirmacdo de compatibilidade do gendtipo do trio suposto pai-méae-progénie € o objetivo,
sendo conhecido como método de exclusdo (Jamielson e Taylor, 1997). O método de exclusdo nao
leva em consideragéo os erros de tipagem ou muta¢gdes nos alelos, que levam a incompatibilidades
de genotipo pai-progénie. Outro problema parece surgir quando mais de um pai candidato ndo é
excluido pelo teste, sendo necessario indicar paternidade (Slate et al., 2000).

A razéo de verossimilhanca representa a probabilidade de o pai candidato transmitir aqueles
alelos a progénie, do que outro pai ao acaso. Para pares especificos mae-filho, o alelo paterno
obrigatorio pode ser freqliente, enquanto em outras situacdes ele pode ser raro. Assim, a auséncia de
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exclusdo na Ultima situacdo sera mais significativa que na primeira. Isto pode ser quantificado pela
razdo de verossimilhanca entre paternidade e ndo-paternidade, e fornece uma maneira de quantificar
a evidéncia encontrada em favor da paternidade bioldgica do possivel pai.

A aplicacdo do método da razdo de verossimilhanca em populaces naturais no programa
CERVUS (Marshall et al., 1998) trouxe inferéncia estatistica ao teste de paternidade. O termo LOD
escore definido por Meagher (1986) refere-se ao produto de razdo de verossimilhanca de varios loci
marcadores tomados simultaneamente e ao logaritmo natural do valor obtido. Geralmente este valor é
positivo se o pai alegado é mais provavel de ser o pai verdadeiro, do que outro individuo tomado ao
acaso na populagéo.

Este trabalho estudou um sistema de microssatélites e sua utilizacdo para a verificagao de
paternidade, comparando o método de exclusédo (Jamielson e Taylor, 1997) e 0 método de inferéncia
estatistica da razao de verossimilhanca (Marshall et al.,1998).

MATERIAL E METODOS

Do rebanho da Universidade Federal de Vigosa (UFV), foram amostrados 121 animais da
raca Alpina e 94 da raca Saanen; de um rebanho particular situado em Florestal, Minas Gerais, foram
amostrados 36 animais da raca Alpina e 19 da raca Saanen; e do rebanho de preservacdo da
Embrapa Caprinos, Ceara, foram amostrados 22 animais da raca naturalizada Moxotd, totalizando
292 caprinos. Os animais possuem registro de paternidade conhecido e alguns possuiam mae
conhecida no rebanho. As amostras foram distribuidas dentro das familias dos reprodutores
existentes dentro de cada rebanho, de forma a conseguir um grupo de progénie de cada reprodutor.

O sangue para extragdo de material genético das amostras foi colhido 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 das células brancas, através do protocolo do fenol:cloroférmio.

Os loci inicialmente testados foram BETACAP, INRAOO5, ILSTS087, INRA006, INRAOG3 e
INRABERN172 (em colaboragdo com o LABOGENA, INRA); foram adicionados os loci ILSTS005,
ILSTS011, SRCRSP05, OARFCB48 e BM3205 (Vaiman et al., 1996) para aumentar a confiabilidade
do painel. As amplificacdes por PCR e eletroforese foram procedidas no LABTEC/DZO da UFV. Os
fragmentos amplificados foram analisados em eletroforese cafrJiIar a 9V, 60 °C, por 22 minutos e
analisados no Genetic Analyzer ABI 310, da Applied Biosystem ™, utilizando o software Genescan®.

A probabilidade de excluséo foi calculada segundo Jamieson e Taylor (1997) para 0s casos
em que sdo conhecidos os genotipos do suposto pai, da mae confirmada e da progénie (PE1); e
guando apenas 0s genotipos pai-progénie séo conhecidos (PE2).

O valor critico de delta foi obtido por simulagdo (50.000 rodadas), usando as freqiiéncias
alélicas observadas dos loci tipados, com e sem informacao do genétipo materno. O delta é definido
como a diferengca entre LOD escore do pai mais-provavel com o proximo mais-provavel (LOD1-
LOD?2), para todos os pais candidatos com LOD positivo. Assim, o delta critico com 80% de confian¢a
€ aquele valor de delta que permite, na simulacdo, que 80% dos pais candidatos com delta acima
daquele valor sejam pais verdadeiros.

Os parametros estabelecidos pelo estudo para o célculo de simulacdo de delta foram 10%
para erro de tipagem e 95% para a proporcdo de loci tipados. Foram considerados sete machos
candidatos por rebanho/raga. Nao foram considerados os possiveis parentescos existentes entre os
pais candidatos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A probabilidade de exclusdo combinada obtida foi de 0,99959 e 0,98837, considerando
conhecidos um ou nenhum dos progenitores (PE1 e PE2), respectivamente. O poder de exclusdo do
painel apresentado foi similar ao proposto por Luikart et al. (1999) para a raca Saanen.

No pedigree disponivel, observou-se 27 gendtipos paternos registrados ndo compativeis com
0 gendtipo do filho, em pelo menos trés dos loci analisados, sendo considerados para o estudo como
erros de paternidade. Os erros de registro de paternidade ocorreram a uma taxa de 10,4% na Alpina-
UFV, 13,5% na Saanen-UFV, 10% na Moxot6 e 3,9% no rebanho particular como todo. De acordo
com as normas internacionais para testes de paternidade, ndo se recomenda que a exclusdo do pai
alegado seja baseada em um locus individualmente. A taxa de erro de paternidade observada (cerca
de 10%) esta proxima a encontrada em paises europeus para bovinos (Ron et al., 1996). No Brasil,
Rosa et al. (1997) obtiveram taxa de erro de aproximadamente 15% em bovinos Nelore e Curi e
Lopes (2002) obtiveram 27% de erro em familias de bovinos da raca Gir.
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Foram efetuados testes de verificacdo de paternidade para 276 progénies, sendo 43 com
informacdo do gendtipo materno. O programa CERVUS conseguiu solucionar 41 (95%) das
paternidades com 80% de confian¢a quando o gendtipo da mée foi informado e 169 (73%) dos casos,
quando néao foi informado o gendtipo materno, totalizando 210 casos solucionados (76%). Entende-se
por casos solucionados aqueles que o delta obtido pelo pai mais-provavel foi maior do que o delta
critico dado pela simulacgéo.

Os erros de registro de pedigree detectados pelo método de exclusdo foram detectados
também pelo método de inferéncia. Neste Ultimo, além de excluir o pai falso, um pai candidato da
populagdo é apontado como 0 mais provavel para a progénie. Vé-se na Tabela 1 que, com base na
exclusdo de paternidade, apenas 160 progénies teriam pai assinalado, ou seja, sem nenhuma
incompatibilidade de gendtipo (~60%). Nos 50 casos restantes, ou o0 pai candidato seria falso-
excluido, ou entdo teria de confirmar sua genotipagem no laboratério. Dado ao alto pregco das
analises, tal fato poderia inviabilizar levantamentos em larga escala no Brasil. O método de inferéncia
€ mais robusto a erros de tipagem (Marshall et al., 1998; Slate et al., 2000) e facilita a genotipagem
em larga escala, como por exemplo, de um rebanho inteiro.

A taxa de erro laboratorial encontrada foi alta, provavelmente em decorréncia do grande
volume de amostras processadas e do carater de treinamento de pessoal na rotina das analises.
Porém, poucas méaes foram genotipadas e ocorreram seis erros de registro de maternidade. A taxa de
erro admitida por Marshall et al. (1998) foi de cerca de 1%. A freqiiéncia de mutacdo e a ocorréncia
de alelos nulos ou ndo-amplificados podem também comprometer o taxa de erro.

CONCLUSOES
O uso da metodologia proposta por Marshall et al. (1998) de inferéncia estatistica por meio da
razéo de verossimilhan¢a pode ser aplicado quando a genotipagem ¢ feita em larga escala (rebanho),
reduzindo o custo com repeticdes de genotipagem. O conhecimento do gendétipo materno aumenta
muito a acurdacia do teste, devendo-se sempre que possivel proceder a genotipagem materna.
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TABELA 1. Numero de incompatibilidades de gendtipo pai candidato-progénie, nos casos
solucionados e nao-solucionados pelo programa CERVUS em caprinos.

N° de incompatibilidade  Casos solucionados Casos ndo-solucionados

0 160 21
1 36 11
2 14 10
3 - 15
>4 - 9
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