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RESUMO

ESTUDO DA ESTRUTURA GENETICA DE OVINOS LOCALMENTE ADAPTADOS
DO BRASIL POR MEIO DE MARCADORES DE BASE UNICA (SNP - SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM)

Natélia Martins de Toledo?*
Samuel Rezende Paiva?

1 — Mestranda na UnB, Brasilia/DF
2 — Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia/DF

Brasil possui diversas racas ovinas no seu territotio que surgiram em consequéncia tanto de
maltiplas introducdes desde o periodo da colonizacdo bem como de eventos genéticos e
demograficos. De forma a aumentar a compreensdo da formacao desses grupos genéticos, o
objetivo dessa dissertacdo foi analisar a distribuicdo da diversidade genética de 721 individuos
de 30 racas por meio do ovine SNP50 BeadChip. Foram utilizados oito grupos genéticos
brasileiros, cinco deslanados e trés lanados. Além disso, mais 22 racas foram analisadas como
possiveis fundadoras das racas brasileiras. A partir dos resultados das distancias genéticas
geradas pelo indice Fst foi possivel identificar que existem duas fontes de variacao principais
para as racas brasileiras: uma de origem Africana e outra com origem na regido Mediterranea
da Europa. As racas lanadas Crioula e Bergamacia apresentaram maior proximidade genética
com racas coletadas nas Ameéricas (Corriedale, Gulf Coast Native, Ille de France, Hampshire e
Suffolk) e Caribe (St.Elizabeth) do que com ragas européias mediterraneas. A andlise de
componentes principais (PCA) confirmou a proximidade genética entre as populagdes de Santa
Inés e Bergaméacia, e de Morada Nova com Rabo Largo observadas anteriormente com
marcadores microssatélites. Além disso, a raga Somalis apresentou uma maior homogeneidade
genética e diferenciacdo entre as ragas localmente adaptadas. O grupo genético Pantaneiro

apresentou relativa diferenciagdo genética da raga Crioula bem como uma maior proximidade
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da raca Bergamacia Brasileira. Os resultados desse estudo serdo usados para direcionar o
enriquecimento do Banco de germoplasma existente, bem como fornecer subsidios para as

associacOes de criadores sobre a diversidade genética existente dentro de cada raca.

Palavras-chave: Ovis aries, manejo genético de pequenas populacdes, conservacdo dos
recursos genéticos animais, diversidade genética, marcadores moleculares.



ABSTRACT

STUDY OF GENETIC STRUCTURE OF BRAZIL LOCALLY ADAPTED SHEEP BY
SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM MARKERS

Brazil has several sheep breeds in their territory that arose as a result of multiple introductions
from the period of colonization as well as genetic and demographic events. In order to increase
the understanding of the formation of these genetic groups, the goal of this dissertation was to
analyze the distribution of genetic diversity of 721 individuals of 30 breeds through the ovine
SNP50 BeadChip. . Five Brazilian hair sheep breeds and three wool sheep breeds were used. In
addition another 22 breeds were analyzed as possible founders of Brazilian breeds. Based on
the results of genetic distances generated by Fst, two sources of variation for Brazilian breeds
were found: one African and an other Mediterranean. The Crioula Lanada and Bergamacia
showed greater genetic proximity breeds collected in the Americas (Corriedale, Gulf Coast
Native, llle de France, Hampshire e Suffolk) and the Caribbean (St.Elizabeth) than
Mediterranean European breeds. Principal Components Analysis (PCA) detected close genetic
relationships among populations of Santa Ines and Bergamacia , and Morada Nova with Rabo
Largo, previously observed with microsatellite markers. In addition, the Somalis showed
greater integrity and genetic differentiation between the locally adapted breeds. The analyzes
are indicative of differentiation between Pantaneiro and Crioula Lanada, but are not conclusive
to the general understanding of the sheep group Pantaneiro. The results of this study will be
used to direct enrichment of the Bank of germplasm and to give subsidies to breeders

associations on the genetic diversity within each breed.

Key Words: Ovis aries, locally adapted breeds, genetic management of small populations,
conservation of animal genetic resources, genetic diversity, molecular markers.



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As evidéncias recentes da origem do género Ovis remontam a regido Central da
Asia (Rezaei et al., 2010). A domesticacdo dos ovinos (Ovis Aries) provavelmente ocorreu na
regido do Crescente Fértil - Oriente Médio cerca de 9.000-8.000 anos atrds, de onde as
comunidades neoliticas migraram com o0s animais para outras regides como Europa, Asia e
Africa (Ryder, 1984; Meadows et al., 2010).

As ragas brasileiras de ovinos descendem de animais trazidos com oS
colonizadores portugueses e espanhois, em multiplas introducbes que se iniciaram apds o
descobrimento e se estenderam até o final do século XVI11. Alguns destes animais sobreviveram
as condicGes ambientais nas diversas regides do pais e fixaram algumas caracteristicas em
relacdo aos seus estoques ancestrais, de forma que atualmente sdo conhecidas como racas
localmente adaptadas, “crioulas” ou “naturalizadas” (Paiva, 2005¢; Mariante et al., 2008).

A busca por racas mais produtivas fez com que, a partir do final do século X1X
e inicio do século XX, houvesse importacGes de racas especializadas para o Brasil,
principalmente de origem europeia e, mais recentemente, da Africa do Sul. Esse processo
promoveu tanto rapida substituicdo dos grupos locais como varios eventos de introgressao entre
racas locais e especializadas (Mariante et al., 2009). Atualmente a distribuicdo de ovinos no
Brasil concentra gendtipos lanados nas regifes Sul e Sudeste, enquanto nas demais regides
predominam os gendtipos deslanados (McManus et al., 2014).

Ha um consenso na comunidade cientifica de que os estudos de estrutura de
populacbes sdo aspectos essenciais para a gestdo dos recursos genéticos, em razdo de
permitirem, dentre outros aspectos, a identificacdo dos principais conjuntos genéticos existentes

dentro de uma racga. Técnicas baseadas em identificar polimorfismos no DNA (marcadores



moleculares) tém sido consideradas ferramentas adequadas para identificar esses padrdes de
estruturacdo, bem como para quantificar as diferencas ou semelhancas genéticas (Bruford &
Townsend, 2006; Toro et al., 2008; Kijas et al., 2012b).

Os microssatélites e os polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo os marcadores
moleculares mais utilizados para estudos de variacdo genética (Toro et al., 2008). Como
mencionado, os estudos realizados com estes marcadores possibilitam o aumento do
conhecimento sobre a estrutura de populacdes existentes por meio da quantificacdo das
variabilidades genéticas intra e inter-raciais, além de contribuir para identificacdo de regides do
genoma associadas a caracteristicas quantitativas de interesse econémico.

No Brasil, a partir de 2005, alguns estudos quantificaram a diversidade genética
das racas das racas ovinas localmente adaptadas com marcadores microssatélites e
mitocondriais (e.g. Paiva, 2005c; Crispim et al., 2013). Dentre os principais resultados
observados destacam-se que todas as racas localmente adaptadas do Brasil pertencem ao
haplogrupo mitocondrial B (Paiva et al., 2005b,c), bem como existem evidéncias de sub-
estruturacdo genética das racas Morada Nova (Ferreira et al., 2014) e Santa Inés (McManus et
al., 2010). Apesar de varios conhecimentos terem sido agregados a estes estudos, ndo foi
possivel, por exemplo, identificar a origem das principais racas localmente adaptadas
brasileiras.

Recentemente, o Consorcio Internacional do Genoma Ovino (International
Sheep Genomics Consortium, ISGC, 2006) validou um painel de 60.000 marcadores SNP em
2819 animais provenientes de 74 racas de ovinos (Kijas et al., 2012a). O Brasil foi o Gnico pais
da América do Sul a participar do Consércio, com DNA de 98 animais, de trés racas localmente
adaptadas que compdem o programa de conservacdo e uso sustentavel de recursos genéticos
animais da Embrapa: Santa Inés, Morada Nova e Crioula. A participacdo brasileira foi
coordenada pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e contou com a participacdo de
outras seis unidades da Embrapa, quatro Universidades e uma Agropecudria, cujo os rebanhos
estdo associados ao programa GENECOC da Embrapa Caprinos e Ovinos. Esta agdo foi
coordenada dentro do ambito da Rede Gendmica Animal que a EMBRAPA Recursos Genéticos
e Biotecnologia lidera desde 2008.

O principal resultado para as racas brasileiras obtido no trabalho de Kijas et al.
(2012a) foi a confirmacdo da existéncia de duas fontes principais de variagcdo: uma das ragas da
Europa Mediterranea e outra das racas da Africa. No entanto, ndo foi possivel explorar mais

profundamente a estrutura populacional mais fina das racgas brasileiras. Desta forma, este



presente trabalho visa aumentar o conhecimento sobre a estrutura populacional das racas de
ovinos do Brasil a partir da genotipagem, com o Bead Chip Ovino com 60.000 marcadores

SNP, de novas racas brasileiras ndo amostradas no trabalho de Kijas et al., (2012a).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar os padrdes de estruturacdo genética de racas localmente adaptadas de

ovinos no Brasil de forma a inferir as principais origens dos grupos lanados e deslanados.

2.2. Objetivos Especificos

e Analisar a influéncia de racas especializadas na composi¢do genética atual de
racas brasileiras localmente adaptadas lanadas e deslanadas;

e Identificar as principais fontes de variacdo genética das racas localmente
adaptadas brasileiras



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.0rigem e Domesticag¢éo dos Ovinos

Os ovinos domésticos pertencem a familia Bovidae, género Qvis e espécie Ovis
aries. Possuem 2n = 54 cromossomos e, apesar de haver variacdo entre as especies selvagens
de 52 a 58 cromossomos, os cruzamentos podem gerar descendentes férteis. As diferengas no
nimero de cromossomos nao impedem o pareamento dos cromossomos, Visto que neste caso,
sdo provocados por fusdes e translocacgdes (Scherf, 2000).

Varios grupos selvagens do género Ovis, altamente polimorficos, tém sido
propostos como ancestrais dos ovinos domésticos ou acredita-se terem contribuido para
formacdo de racas especificas. (Hiendleder, et al., 2002). Inicialmente foram reconhecidos
quatro principais grupos dos ancestrais ovinos: o Argali (O. ammon, 2n = 56) da Asia Central;
0 Bighorn (O.canadensis, 2n = 54) da América do Norte; o Urial (O. vignei, 2n = 58)
amplamente distribuido na Asia Menor; e o0 Mouflon Europeu (O.musimon, 2n = 54) e Asiatico
(O. orientalis, 2n = 54) (Ryder, 1984; Rezaei, 2010).

N&o se tem conhecimento sobre racas com nimero de cromossomos impares,
apesar da suposta hibridacdo entre os grupos selvagens. A hibridacdo entre Argali e Mouflon
esclareceu um pouco melhor esse fato, quando se descobriu que as fémeas hibridas, com 55
cromossomos, produziam ovulos com 54. Isso sugere selecdo pré-zigotica em direcdo a um
menor numero de cromossomos, e demonstra que os 54 cromossomos da espécie ovina
domeéstica moderna podem ndo ter descendido, necessariamente, apenas do Mouflon. Os ovinos
atuais poderiam ter surgido do cruzamento entre o Mouflon e outro tipo selvagem, resultante
da selegéo de um numero de cromossomos reduzido (Ryder, 1984).

Entretanto, acredita-se ainda que grande parte das ragas ovinas seja descendente
do Mouflon (Scherf, 2000; Hiendleder et al., 2002). Segundo Chessa et al. (2009) e Meadows
et al. (2011), os ovinos domésticos descenderam de eventos de domesticacdo a partir do



Mouflon Europeu, mais recentemente. Desse modo, o Mouflon europeu néo seria considerado
um potencial ancestral selvagem antigo dos ovinos domeésticos, mas uma linhagem
remanescente das primeiras populacdes domésticas que entraram na Europa (Hermans, 1996).
De acordo com os resultados de Rezaei et al. (2010) com Cytocromo B e filogenias combinadas,
0 O. musimon parece estar claramente dentro do clado O. orientalis. Isso apoia estudos
anteriores que consideraram o Mouflon Europeu como uma subespécie do Mouflon Asiatico
(Valdez, 1982; Wilson & Reeder, 1993).

A filogeografia do Ovis, com base em dados mitocondriais e nucleares, mostra
que a evolucdo deste género é um exemplo de eventos de especiacdo sucessivos, ocorridos
durante as migracdes da area ancestral — Asia Central (Rezaei et al., 2010). Portanto, as racas
domésticas de ovinos sdo provavelmente descendentes a partir do Mouflon selvagem da Asia
(O.orientalis).

Estudos de histéria recente sugerem que o Mouflon Europeu foi submetido a
gargalo populacional e efeito fundador (Naitana et al., 1990; Montelgard et al., 1994). Portanto,
segundo Bruford & Townsend (2006), inferéncias genealdgicas entre 0 Mouflon Europeu e 0s
animais domeésticos requerem mdaltiplos marcadores para lidar com a falta de variabilidade no
Mouflon. Anélises de proteinas do sangue sugerem que a variabilidade genética é maior dentro
e entre racas de os ovinos domésticos do que entre as espécies de seus parentes selvagens,
provavelmente resultado da maior deriva genética ap6s os processos de domesticacdo (Scherf,
2000).

Contudo, Kijas et al. (2012a), ao estudarem a mistura historica e assinaturas de
selecdo recentes, observaram que 75% das ragas ovinas modernas analisadas mantiveram um
tamanho efetivo populacional acima de 300, resultados maiores do que os encontrados em
bovinos e cédes. Sugeriram que este tamanho foi devido a uma elevada heterogeneidade antes
da domesticacdo, com gargalo genético menor do que outras espécies domésticas. E possivel
que a persisténcia dos cruzamentos com as populacfes selvagens, mesmo ap0s 0s eventos
iniciais de domesticacao, justifique a diversidade das racas observada no referido trabalho.
Pesquisas de variabilidade no mtDNA de ovinos apoiam a idéia da ampla base genética destes
animais durante a domesticacdo, com no minimo 5 linhagens observadas dentro das ragas
modernas (Tapio et al., 2006; Pereira et al., 2006; Meadows et al., 2007; Meadows et al., 2011).

O processo de domesticacdo de animais foi iniciado aproximadamente 11.000
anos atrds no Crescente Fértil - Oriente Médio (Zeder, 2008). Evidéncias arqueoldgicas

sugerem que os ovinos foram domesticados pela primeira vez nesta regido, cerca de 9.000-



8.000 anos atras (Ryder, 1984), e provavelmente passaram & Africa e ao Sul da Europa, ja
domesticados (Mariante & Cavalcante, 2006).

Segundo Primo (2004), os primeiros animais domesticos (ovinos, caprinos,
bovinos, aves, equinos e suinos) chegaram a América do Sul com Cristovdo Colombo em 1493
(Primo, 2004). La Espafiola (hoje Republica Dominicana e Haiti), local de desembarque, serviu
como um ponto de disseminacdo dessas espécies para o restante do continente. N&o existem
registros da introducdo de ovinos, provenientes diretamente da Europa para o Brasil (Rodero et
al., 1992), e acredita-se que estes animais foram introduzidos via Paraguai (por Nuflo de Chaves
em 1549 e Felipe de Céceres em 1569) e Argentina (por Juan de Garay em 1580). Os ovinos
estavam entre 0s animais inscritos nas "capitanias" de Pero de Magalhdes em 1576 (Géandavo,
1980) e foram enviados para a Bahia em 1587 (Sousa, 1938). Embora haja controvérsias,
acredita-se que as racas eram: Churra, Churra Bordaleira, Merino e Lacha (Mariante &
Cavalcante, 2006). Contudo, segundo Primo (1992), alguns animais domésticos originarios da
Ilha da Madeira e Cabo Verde foram introduzidos em Pernambuco e Bahia, 0 que justificaria a
grande influéncia de racas africanas nas racas localmente adaptadas deslanadas brasileiras.

Com a domesticacdo, varias subpopulagdes surgiram em funcéo da adaptacédo a
diferentes condi¢cBes ambientais, & migracdo humana ao longo dos milénios e as selecdes e
cruzamentos ocorridos durante os dois Ultimos séculos (Mariante & Cavalcante, 2006). Muitas
racas ovinas ibéricas ficaram sob forte acdo de sele¢do natural em determinados ambientes, e
adquiriram caracteristicas como rusticidade, prolificidade e resisténcia a algumas doencas
(Egito et al., 2002). Segundo Chessa et al. (2009), a domesticacdo remodelou a morfologia,
comportamento e genética dos animais.

Em condi¢cdes ambientais adversas, os animais selecionados/adaptados para
determinadas caracteristicas, tais como resisténcia a ectoparasitas e endoparasitas, resisténcia a
restricdo alimentar, aproveitamento de forragens de baixa qualidade e adaptacdo ao clima
tropical, podem apresentar indices produtivos mais elevados que as ragas comerciais (McManus
et al., 2005).

A partir do inicio do século XX, a importagdo de algumas racas especializadas
em producdes de carne, I& e/ou leite, e 0 uso destas em cruzamentos resultou na iminéncia de
extincdo de algumas racas localmente adaptadas (Mariante & Egito, 2002). A adaptacdo aos
tropicos e demais vantagens destas racas em regime de producéo extensiva justificam suas

inclusGes em programas de conservagao.



3.2.Ragas Localmente Adaptadas Brasileiras

O Brasil tem 27 racas de ovinos registradas pela Associacdo de Criadores de
Ovinos (ARCO), credenciada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (McManus et al., 2014). As racas localmente adaptadas brasileiras sdo, em geral,
animais de pequeno porte, que foram submetidos a baixas taxas de selecdo artificial e
melhoramento genético. S&o racas pouco especializadas na producéo intensiva de leite e/ou
carne e, geralmente, possuem alta resisténcia a doencas e parasitas (Paiva, 2005c), embora
alguns resultados paradoxais possam ser encontrados na literatura (McManus et al., 2010).

Amarante et al. (2004) verificaram que cordeiros da raca Santa Inés
demonstraram maior resisténcia a infecgdes por Haemonchus contortus, quando comparados a
raca llle de France e Suffolk. Resultados semelhantes foram encontrados para animais da raga
Crioula Lanada, que obtiveram resultados mais satisfatérios comparados a animais da raca
Corriedale (Bricarello et al., 2004).

Apesar de a raca Santa Inés ser constantemente comercializada como resistente
a endoparasitas, resultados contrarios foram observados em um estudo no Distrito Federal.
McManus et al. (2009) constataram que Morada Nova e Bergamaécia tiveram menor Contagem
de Ovos Fecais (FEC) para Estrongilidios, enquanto menores valores para Strongyloides foram
encontrados em Santa Inés e cruzados deste com lle de France. Neste mesmo estudo, uma menor
Contagem de Odcitos Fecais (FOC) foi encontrada em carneiros lle de France. Bricarello et al
. (2005) também n&o encontraram diferencas significativas entre cordeiros Santa Inés e lle de
France sob infeccdo por H. contortus.

Segundo Amarante et al. (2009), estudos realizados com animais cruzados tém
demonstrado que o grau de resisténcia dos mesticos pode variar em funcéo das racas utilizadas,
idade dos animais e se as avaliagcdes foram realizadas em animais infectados naturalmente ou
artificialmente.

Nesta revisdo serdo descritas apenas as ragas localmente adaptadas que séo focos
do presente trabalho: deslanadas (Santa Inés, Morada Nova, Somalis Brasileira, Barriga Negra
e Rabo Largo) e lanadas (Crioula Lanada, Pantaneira e Bergamacia). Essas racas possuem
importancia socio-cultural e econdmica para o pais.

A raga nordestina Santa Inés é oriunda do estado da Bahia e possui 0 maior

efetivo populacional no Brasil (McManus et al., 2014). Encontra-se em expansao, devido sua



importancia econdmica em funcdo do seu grande porte (Paiva, 2005c). Segundo Gomes et al.
(2013), o maior tamanho corporal a idade adulta pode resultar em maiores requerimentos
nutricionais e custos, uma vez que em seu experimento 0s animais de menor porte obtiveram
uma maior producéo de cordeiro por kg de alimento consumido. Alguns estudos mostram que
animais desta raca podem ser menos tolerantes ao calor, se comparados a outros grupos
genéticos localmente adaptados (McManus et al., 2009; Castanheira et al., 2010).

A origem da raca Morada Nova € incerta, foi primeiramente descrita no
Municipio de Morada Nova (CE). Segundo Domingues (1954), sua origem pode estar no
carneiro Bordaleiro portugués, que foi introduzido ao Brasil na época do povoamento dos
sertdes. Contudo, Mason (1980) argumenta que essa raca é proveniente da Africa Ocidental.
Ela pode até mesmo ser resultado de cruzamentos de ragas portuguesas e africanas (Paiva,
2005c; Silva, 2007). Esta raca caracteriza-se pela excelente qualidade de pele e alta rusticidade.
As fémeas sdo mochas e os machos com ou sem chifres, a colora¢do predominante é vermelha
lisa, podendo ocorrer ainda a branca e a pintada (Domingues, 1954).

Segundo Paiva (2011), a raca Somalis brasileira tem sua origem na Africa e
pensa-se que o Urial seja seu possivel ancestral. A sua introducdo no Brasil foi feita por
criadores do Estado do Rio de Janeiro desde 1939, mas ndo se adaptou bem as condicBes
climaticas. Ainda segundo o mesmo autor, o clima do nordeste do pais foi mais propicio a
criacdo. Estes animais possuem porte médio, com aptiddo para carne e pele, e pertencem ao
grupo de “garupas gordas” - acumulam reserva de gordura na garupa durante a epoca de
alimentacdo abundante como estratégia energética a ser utilizada durante a época de escassez
de alimentos (Magalhées et al., 2010). H& pouca informacdo disponivel sobre esta raca no
Brasil, a maioria dos estudos se baseia em cruzamentos para producgédo de animais mais pesados
para a carne (McManus et al. 2010).

A raca Barriga Negra tem possivel origem africana, entretanto com a
colonizacdo e a conseqiiente importacdo de ovelhas lanadas europeias, pode ter havido outras
influéncias na formacdo dessa raca. (Combs, 1983). Alguns autores afirmam que 0 ovino
Blackbelly é resultante de cruzamentos de ovelhas deslanadas africanas, com ovelhas lanadas
da Europa a partir de 1627 (Diniz, 2011). Esta € uma raga de pequeno porte, com alto
desempenho reprodutivo e grande resisténcia a parasitos (Mattos et al., 2008).

A raca Rabo Largo, tem o seu nome em funcao do depdsito de gordura na cauda,
é encontrada no Nordeste do Brasil, com os maiores efetivos no Estado da Bahia (Paiva, 2005c).

Esta raca, provavelmente, se originou do cruzamento entre animais deslanados de cauda gorda,
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trazidos da Africa do Sul em 1868 com os animais crioulos (Mendonga 1951). Segundo Mendes
(1996), essa raga pode ter sofrido influéncia de cruzamento com a raga Merino, que existia na
Bahia a época.

Possivelmente, a raca lanada naturalizada brasileira que mais se assemelha com
as racas dos paises ibéricos seja a Crioula Lanada. Essa raga é encontrada no Sul do Brasil,
como também em quase todos os paises sul-americanos (Paiva, 2005c¢). Acredita-se que ela
possa ser originaria da ovelha Churra Bordaleira (Mariante & Cavalcante, 2006) e também da
raca Lacha, ambas espanholas (Silva et al., 2010). Sua origem especifica é controvérsia, e
estudos recentes apontam que os ovinos crioulos lanados da América Latina possuem
ancestralidade comum com os da Peninsula Ibérica (McManus et al., 2010). Essa raca é
considerada um patriménio sociocultural, econdémico e ecoldgico brasileiro, sua criacdo visa
producdo de carne, 1a e pelego (Silva et al., 2010), produtos muitas vezes utilizados na industria
artesanal.

Segundo Silva et al. (2010), a raca Crioula Lanada possui quatro ecotipos:
Fronteira, Serrana, Zebua e Comum, sendo 0s dois primeiros 0s mais representativos. O ecotipo
Fronteira, como o0 nome sugere, habita regides de divisa do Brasil com a Argentina e Uruguai,
e 0 ecétipo Serrana a regido norte do Rio Grande do Sul e Serra Catarinense.

A grupo genético ovino Pantaneiro tem origem no Pantanal, bioma singular que
exerce selecdo natural intensa nos animais domesticos naturalizados. Os ovinos pantaneiros
apresentaram uma combinacédo de alelos que indica aproximacdo com as racas lanadas do Sul
e deslanadas do Nordeste (Gomes et al., 2007). Segundo Carreiro (2012), é possivel que o grupo
genético ovino Pantaneiro seja originario da Crioula Lanada. E possivel, inclusive pelo historico
migratorio e proximidade fenotipica, que o pantaneiro seja 0 ecotipo Zebua. Estudos tém sido
conduzidos para caracterizar 0s ovinos Pantaneiros, definir sua origem e determinar se estes
animais ja se diferenciaram dos Crioulos Lanados ao ponto de receberem o status de raca e ndo
apenas um ecétipo (Jacinto et al., 2011).

O porte desses animais pantaneiros € pequeno a médio, refletindo menor
necessidade mantenca nas condicdes de obtencédo de alimento no Pantanal. A condicdo corporal
desses ovinos revela ndo terem exigéncias caldricas elevadas, ndo acumulando gordura
subcutanea em excesso (Ferreira et al., 2012). Segundo os referidos autores, tanto 0os machos
como as fémeas séo precoces sexualmente e ndo possuem sazonalidade reprodutiva. Os ovinos

Pantaneiros possuem multipla aptiddo, produzindo carne, leite, |a e pele (Costa et al., 2013).
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A raca Bergamacia é originaria do Norte da Italia, notadamente na Lombardia e
no Piemonte, possivelmente originando-se de ovinos sudaneses (ARCO, 2013). Esta raca se
adaptou bem as regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil (Vieira, 1967). Contudo,
sua introducdo no Brasil é relativamente recente, datando do inicio do século passado. Esses
ovinos sdo de grande porte, lanados e brancos (Carneiro, 2008). Ela é considerada uma raca
mista, produz 1, leite e carne (Paiva, 2005c).

3.3.Conservacao dos Recursos Genéticos Animais

A perda de recursos genéticos representa risco para a seguranca alimentar e o
desenvolvimento sustentavel. Os animais domésticos suprem aproximadamente 30 a 40% do
total da producdo de comida e agricultura. Outras consequéncias possiveis sdo: a) erosao
cultural; b) reducéo das oportunidades de desenvolvimento das economias rurais; ¢) limitacdo
de opcOes futuras de desenvolvimento baseadas em produtos e servicos de origem animal
procedente de racas especificas; d) impactos ambientais negativos; ) perda de caracteristicas
unicas (FAO, 2007).

Segundo o relatério Situacdo Mundial dos Recursos Genéticos Animais, cerca
de 20% de todas as racas sobre as quais ha informag6es correm perigo de extin¢do (FAO, 2007).
E acredita-se que a cifra verdadeira deve ser mais alta, uma vez que ndo ha dados populacionais
disponiveis sobre 36% de todas as racas. Portanto, ha o desafio de produzir e satisfazer a
demanda crescente por alimento, além de promover a conservacao e 0 uso sustentavel dos
recursos insubstituiveis, de forma que se busque prevenir, conter e reverter a tendéncia a eroséo
da diversidade das racas localmente adaptadas (Mariante & Cavalcante, 2006).

Preservar a variabilidade genética dos recursos genéticos animais é fundamental
dentro de programas de conservacgdo, com uso potencial desses recursos no futuro. As ragas
localmente adaptadas tém capacidade de sobrevivéncia e reproducdo em condigdes ambientais
indspitas as racas especializadas, e podem ter sua producéo elevada atraves de programas de
selecdo adequados (Hall & Bradley, 1995). Sendo assim, assegurar a sobrevivéncia dessas ragas
permitira, segundo Notter (1999), que no futuro, possam vir a constituir fonte de material
genético capaz de melhorar a resisténcia de outras ragas em condi¢des desfavoraveis do

ambiente de criagéo.
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O uso e a preservagao dos recursos genéticos animais sdo inseparaveis e definem
a importancia das racas domésticas para a biodiversidade mundial, devido as combinaces
génicas que podem ser feitas a partir delas e que futuramente podem ser Uteis (Egito et al.,
2002). Mantendo-se a diversidade maxima do pool genético de cada espécie, a pecuaria
prepara-se para atender necessidades ainda ndo previstas no tocante ao desenvolvimento do
sistema de producdo sustentavel, ja que ndo é possivel predizer com objetividade quais as
caracteristicas possivelmente necessarias a longo prazo (Mariante & Cavalcante, 2006; Egito
etal., 2002).

Devido ao grande nimero de racas em situacdo de risco de extingdo e 0s
limitados recursos financeiros disponiveis para a conservacdo e desenvolvimento de racas, faz-
se necessaria uma andlise econdmica do valor dos recursos genéticos e das possiveis
intervencdes de manejo, para orientar as tomadas de decisfes. Diversos fatores auxiliam a
determinacdo das racas que serdo incluidas em programas de conservagdo. Quando o tamanho
da populacéo é muito pequeno ou o risco de extingdo é muito grande, a conservacao pode nao
ser justificavel, pois a probabilidade de extincdo permanecera elevada e o tamanho efetivo
populacional reduzido. Desse modo, as tentativas de conservacdo podem ndo ser custo-
eficientes (Ruane, 2000). Reist-Marti et al. (2006) propuseram varios fatores que contribuiram
para a priorizacdo de racas africanas passiveis de serem incluidas em programas de
conservacao: a) tamanho populacional total e tendéncia deste tamanho; b) distribuicdo da raca
no pais; ¢) importancia socio-cultural da raca; d) grau ou risco de cruzamentos indiscriminados;
e) nivel de organizacdo dos agricultores; f) existéncia de planos de conservagdo em andamento;
g) estabilidade politica do pais. Outros fatores foram descritos por Boettcher et al. (2010): a)
tamanho efetivo populacional; b) caracteristicas Unicas; c) caracteristicas fenotipicas associadas
a producao e adaptacao; d) informacdes moleculares.

Segundo este Gltimo autor, diversos métodos tém sido propostos para estimar a
diversidade genética, utilizando informagdes moleculares, e combinéa-la com variaveis que
afetam a priorizacdo das racas. Entretanto, a aplicacdo dos métodos pode ser limitada. Apenas
uma minoria de ragas foi caracterizada com marcadores moleculares em todo o mundo; ndo
existe um consenso sobre 0 método ideal para a priorizacdo; e pardmetros ndo relacionados a
diversidade, como fatores culturais e sdcio-econdmicos, sdo susceptiveis a variagdo entre

paises.
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3.4.Caracterizacdo dos Recursos Genéticos Animais

O padréo de diversidade genética dos Recursos Genéticos Animais decorre dos
processos de domesticagdo, migragdes humanas, adaptacdes dos animais a diferentes regides,
selegbes, cruzamentos (Mariante & Cavalcante, 2006), deriva genética e mutagdes. As
populacdes isoladas por estes processos apresentaram combinacdes alélicas diferentes e,
consequentemente, fisiologia, aparéncia e aptiddo distintas (Boettcher et al., 2010). Segundo
Mariante et al. (2008), a formacéo das ragas conhecidas atualmente esteve associada a perda de
alguma diversidade genética, bem como a fixacdo de caracteristicas especificas, uma vez que
promoveu modificagdes no comportamento e aspectos morfologicos dos animais.

A caracterizacdo nas ragas brasileiras pode ser morfoldgica (Carneiro et al.,
2010) ou genética (Paiva et al., 2005b). As variacdes morfométricas observadas entre 0s grupos
genéticos ovinos podem servir como critério para a classificacdo destes, com atribuicdo de
caracteristicas Unicas (Herrera & Luque, 2009; Carneiro et al., 2010). VVarios autores analisaram
a distancia entre racas baseada em caracteristicas morfoldgicas de ovinos e caprinos (Herrera
et al., 1996; Dossa et al, 2007; Traoreé et al., 2008; Castanheira et al., 2010).

O conceito de raga foi definido h4 100 anos, com o objetivo de agrupar
individuos com caracteristicas morfolégicas mais uniformes possiveis (Egito et al., 1999). No
Brasil, tradicionalmente, a caracterizacao das diferentes racas de animais domésticos baseava-
se nas caracteristicas fenotipicas (morfoldgicas e produtivas), resultantes da interacdo gendtipo
x ambiente (Mariante & Cavalcante, 2006). Isso pode ser arriscado, uma vez que a expressao
fenotipica de caracteristicas quantitativas altera de acordo com o ambiente onde o0s animais
estdo inseridos. Como nem sempre as diferencas morfologicas condizem com as diferencas
genéticas, a associacdo de informacdes fenotipicas com dados genéticos pode ser mais eficiente
(Egito et al. 1999).

Portanto, estudos que visem a caracterizagéo, identificacdo e diferenciacdo das
populacbes, bem como revelem a origem e histéria das racas, seu senso e distribuicdo
geogréfica, qualidades e aptidGes sdo necessarios (Rodero & Herrera, 2000). A caracterizacdo
genética e fenotipica de animais domesticos oferece informagdes importantes para tomada de
decisbes racionais no desenvolvimento de programas de melhoramento e selecdo (Rodero et

al., 1992), e fomenta politicas de decisdo na gestao dos recursos genéticos animais (FAO, 2011).
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3.5.Estudos Moleculares

A crescente disponibilidade de marcadores moleculares e o desenvolvimento de
técnicas capazes de detectar polimorfismos no DNA ampliam a nossa capacidade de
caracterizar a variagdo genética dentro e entre ragas (Toro et al., 2008). Como mencionado
anteriormente, os estudos a nivel de DNA podem revelar existéncia de gargalos populacionais,
deriva genética e assinaturas de selecdo, informar sobre eventos de domesticacao, endogamia,
introgresséo e subestruturacdo populacional, e auxiliar decisbes acerca da manutengédo e manejo
de populagdes (Meadows et al., 2005; Tapio et al., 2006). Ragas de ovinos localmente adaptados
no Brasil foram caracterizadas com diferentes classes de marcadores moleculares (Paiva et al.,
2005b; Gongalves et al., 2010; Paiva et al., 2011). Existe um maior numero de estudos sobre as
racas Santa Inés e Morada Nova, devido seu grande efetivo populacional (Paiva et al., 2005b).

Estudos recentes com o grupo genético ovino Pantaneiro incluem marcadores
microssatélites (Crispim, 2012; Banari et al., 2012), comparac6es de sequéncias de mtDNA e
marcadores no cromossomo Y (Gomes et al., 2007; Carreiro, 2012). A escolha dos marcadores
genéticos a utilizar deve levar em consideracdo o foco da analise, bem como a escolha do locus
investigado (Carreiro, 2012). Marcadores genéticos neutros — ocorrem em regifes ndo
codificantes, como os microssatélites — constituem a ferramenta genémica mais utilizada para
a obtencéo de informacGes de diversidade genética de RGAN. Esses marcadores fornecem uma
introspeccdo sobre a histdria da raca e informacdes sobre caracteristicas distintas (entre racas)
e diversidade dentro de uma raca. Além disso, podem também ser usados para ajudar a
quantificar o potencial de evolugéo futura (Boettcher et al., 2010). Investigagdes sobre relagao
genética entre populagdes se baseiam, principalmente, em analises de microssatalites
autossomicos (Tapio et al., 2005a; Peter et al., 2007), marcadores cromossdmicos Y (Meadows
et al., 2006) ou SNPs (Kijas et al., 2009).

O uso de marcadores nucleares microssatélites e SNPs para estudos de variacéo
genética tem sido crescente desde 1995 (Figura 1). Diversos estudos foram conduzidos
utilizando microssatélites (Arranz et al., 2001; Tapio et al., 2005b; Lawson et al., 2007), e mais

recentemente SNPs (Kijas et al., 2009; Kijas et al., 2012a) para caracterizar as ragas ovinas.
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Figura 1 - Visdo subjetiva da mudanca na frequéncia de uso de diferentes marcadores
moleculares
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Fonte: Schilétterer (2004). O eixo horizontal indica o tempo. Em cada ponto de tempo, 0 eixo
vertical corresponde a utilizagdo total de marcadores moleculares. Se mais do que um marcador
molecular é usado num dado ponto de tempo, a sua importancia relativa é refletida pela sua
proporcao no eixo vertical. AFLP — Amplified fragment length polymorphism; RAPD — Random
Amplification of Polymorphic DNA; RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism; SNP —
Single-nucleotide polymorphism.

Por causa da intensa selecdo produtiva (carne e leite) nos rebanhos
convencionais, estes possuem numeros desiguais de machos e fémeas (Ramalho et al., 2000),
e 0s padrdes de dispersdo conduzidos pelos humanos contribuiram com o desempenho de
funcdes diferentes por machos e fémeas no estabelecimento e manutencao da estrutura genética
dessas populacdes (Petit et. al., 2002). Portanto, as linhagens maternas e paternas devem ser

consideradas em analises de origem e variabilidade genética de animais domésticos.


http://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
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Marcadores moleculares localizados no DNA mitocondrial (mtDNA) e no cromossomo Y sdo
uteis em andlises filogenéticas. O mtDNA é herdado pela méae sem recombinacéo e, portanto,
as diferencas nucleotidicas entre genomas mitocondriais refletem diretamente a distancia
genética que os separam, contribuindo com estudos de divergéncia entre as populacdes
selvagens e domésticas. Variacdo no genoma mitocondrial tem documentado disperséo global
de dois grandes haplogrupos de ovino modernos (Meadows et al., 2005; Tapio et al., 2006).
Sequéncias de cromossomo Y fornecem informagdes semelhantes nas linhagens paternas (Toro
et al., 2008). Alguns exemplos de aplicacdo do uso de marcadores no ChrY sao: testes de
paternidade, migragéo, evolucdo (Butler, 2003), domesticacdo e desenvolvimento de racas
(Meadows et al., 2004).

351 Microssatélites (SSR)

Os microssatélites consistem em sequéncias curtas repetidas em tandem, sao
altamente polimdrficos, abundantes e distribuidos uniformemente no genoma (Schlétterer,
2004). Sua alta taxa de mutacdo e natureza codominante torna estes marcadores adequados para
estudos de diversidade genética dentro e entre racas (Toro et al., 2008). Sua metodologia é de
facil execucdo e passivel de automacdo, além de apresentar baixo custo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Tais marcadores tém sido usados em varios estudos com ovinos para
analises de variabilidade genética (Diéz-Tascon et al., 2000; Arranz et al., 2001; Menezes et
al., 2006; Alvarez et al., 2008), estrutura de populacdes (Ramey Il et al., 2000; Alvarez et al.,
2004; Tapio et al, 2005b; Oliveira et al., 2007), exclusao de paternidade (Souza et al, 2012) e
certificacdo racial (Farid et al., 2000).

Alvarez et al. (2008), utilizando uma raga ovina espanhola como modelo,
observou que a utilizacdo de marcadores microssatélites pode ser uma ferramenta adicional para
o gerenciamento do rebanho quando o pedigree é desconhecido ou incompleto. Marcadores
moleculares (tais como os microssatélites) podem ser utilizados para monitorar erros de
pedigree. Entretanto, 0 uso de pedigrees e marcadores em conjunto representam uma nova
realidade com o desenvolvimento dos novos métodos de genotipagem em larga escala (Kijas et
al., 2009; Meuwissen, 2009) e seqlienciamento de nova geracgdo (Archibald et al., 2010).



17

Os microssatélites ganham e perdem unidades repetidas atraves de
deslizamentos na replicacdo do DNA, um mecanismo de mutacao especifico para sequéncias
repetidas em tandem (Schldétterer, 2000; Ellegren, 2000). Entretanto, estes marcadores tém um
padrdo de mutacdo complexo, o que dificulta analises genéticas populacionais. Além disso,
essas mutacOes podem ocorrer em regides flanqueadoras, o que ndo permite a amplificacdo dos
microssatélites no PCR - Polymerase Chain Reaction (Jarne & Lagoda, 1996). Problemas
técnicos, como rastros nas bandas resultantes de PCR, também dificultam a genotipagem
automatizada dos microssatélites. Portanto, apesar do nimero elevado desses marcadores na
maioria dos genomas eucariotos, a densidade de microssatélites informativos pode ser baixa

para algumas aplicacdes no mapeamento (T6th et. al, 2000; Dieringer & Schltterer, 2003).

3.5.2 Polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP’s)

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo muta¢des pontuais no genoma,
predominantemente bialélicos e abundantes em todo o0 genoma. Eles tém potencial para detectar
tanto variacBes genéticas neutras como funcionais, pois embora a maioria deles esteja
localizada em regides ndo codificantes, alguns correspondem a mutagdes que induzem
alteracdes em genes expressos. Uso crescente de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs)
tem ocorrido, devido ao elevado potencial para automacéo, baixo custo e baixas taxas de erro
de genotipagem. Entretanto, um grande nimero de SNPs é necessario para maior preciséo (Toro
et al., 2008).

A forma mais abrangente para identificacdo de SNPs é o sequenciamento do
genoma inteiro, utilizando um conjunto de individuos como doadores do DNA gendmico a ser
sequenciado. Uma estratégia mais eficiente € reduzir a uma fracdo representativa de
sequenciamento do genoma (Schlotterer, 2004). Os SNPs podem ser utilizados para estimar
diferentes parametros, tais como: Fst, distribuicdo de frequéncia alélica e mapeamento de
Desequilibrio de Ligacgdo - LD (Wakeley, 2001; Nielsen & Signorovitch, 2003; Kuhner, 2000).
Adicionalmente, os SNPs também séo Uteis para inferéncia de eventos demogréaficos passados,

como expansdo ou admixture populacional (Brumfield, 2003).
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35.3 Microssatélites x SNP’s

Algumas vantagens do uso de SNPs em relacdo aos microssatélites sao listadas
por alguns autores: a) maior frequiéncia, determinando um mapa génico mais denso; b) padréo
simples de variacdo; c) facilidade de automacao e potencial para analise em larga escala; d)
baixa taxa de mutacdo (10-8 a 10-9), o que facilita estudos comparativos para determinar
origem, filogenia e variabilidade genética. Algumas desvantagens sdo: a) podem estar
localizados em sitios hipervariaveis, o que viola a caracteristica de serem bialélicos; b) custos
mais elevados; c) baixo contetdo informativo em um unico SNP; d) possiveis vieses devido a
amostragem (Schlétterer, 2004; Brito & Edwards, 2009).

Recomendacdes a partir de testes comparativos ISAG (International Society for
Genética Animal) sdo de grande importancia, apesar da indefinicdio de um painel de
microssatélites para ovinos que seja acordado internacionalmente e do fato de tais
recomendacdes serem provenientes de estudos com racas ovinas lanadas. Ha um consenso geral
sobre a necessidade de dados genéticos mais confiaveis, provenientes de estudos de abrangéncia
nacional em ragas de maior relevancia. Um painel de marcadores mais definitivo deve, portanto,
ser valido para todas as racas de ovinos criados no Brasil, lanadas e deslanadas (Souza et al.,
2012).

Souza et al. (2012) ao compararem alguns dos marcadores microssatélites
recomendados pelo ISAG (International Society for Genética Animal) com 8 marcadores
sugeridos pelo MAPA para a identificagdo de paternidade de ovinos da ragca Santa Inés,
concluiram que o atual conjunto de marcadores do MAPA, apesar de fornecer um poder de
exclusdo de paternidade relativamente bom, pode ser melhorado através da adicdo ou
substituicdo de alguns marcadores. Para 0 momento, eles recomendaram incluir 5-7 marcadores
validados pelo ISAG no conjunto de marcadores do MAPA, o que implicaria em respeito
mutuo: aos animais ja genotipados e ao conjunto internacional de marcadores a ser finalizado
pelo ISAG. Segundo 0os mesmo autores, esse painel de marcadores microssatélites unificado
melhoraria a confiabilidade dos relatérios nacionais e direcionaria futuros programas de
cruzamentos e conservagao.

Segundo McClure et al. (2012), os marcadores microssatélites ainda sao
utilizados como padrao internacional apesar do custo elevado, maiores taxas de erros e tempo

de resposta, se comparados aos SNP’s. Contudo, a viabilidade dos estudos baseados em SNP’s
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torna estes marcadores os preferidos no futuro. Eles permitem redugdo nos custos de infra-
estrutura e possibilitam a atualizacdo dos perfis de DNA de animais ja genotipados (Souza et
al., 2012), alem de possuirem facilidade de automacdo e padronizagdo para comparacao entre
laboratdrios, 0 que ndo ocorre com 0s microssatélites (Heaton et al., 2002.; Anderson & Garza,
2006; Van Eenennaam et al., 2007; Baruch & Weller, 2008 ).

Atualmente, ha interesse nacional e internacional de produtores e comunidades
de pesquisa sobre métodos viaveis para verificar a paternidade de individuos. No entanto, se
todas as conexdes familiares ndo foram analisadas usando 0 mesmo tipo de marcador de DNA
(SSR ou SNP), pode haver complicagGes. Um método simples e de baixo custo foi desenvolvido
para imputar alelos SSR a partir de hapl6tipos SNP’s dentro das ragas. Para alguns SSR, 0s
resultados de imputacdo podem permitir inferéncia entre racas (McClure et al., 2012). Segundo
0s autores, a aplicacdo deste método permite a transi¢do de genotipos microssatélites, a partir
de dados historicos de parentesco, para SNP’s. Portanto, permite a fusdo de dados historicos e

atuais, mesmo que eles sejam derivados de diferentes tipos de marcadores.

354 DNA Mitocondrial

Vaérios estudos sobre genética de populacdes e evolucdo foram realizados com o
mtDNA desde 1970 (Avise etal., 1979; Brown et al., 1979). O mtDNA é uma molécula pequena
com 14-26Kb dependendo da espécie, e possui um contelldo génico altamente conservado
(Billington & Hebert, 1991). Seu contetdo génico esta dividido em treze genes codantes de
proteina, dois genes de RNA ribossdmico, 22 genes de RNA transportador e a regido controle
(D-Loop) (Carreiro, 2012). Estudos revelaram que o mtDNA possui 16.616 pares de base na
espécie Ovis Aries e permitiram observar que esta espécie pertence a cinco grandes haplogrupos
(Hiendleder et al., 1998; Meadows et al., 2007).

O uso desse marcador em estudos populacionais tem sido crescente devido as
caracteristicas que o diferenciam do DNA nuclear. Além do fato da heranca desse material
genético ser materna, 0 mtDNA possui alta taxa mutacional (cinco a dez vezes maior que 0
DNA nuclear), abundancia de cdpias por célula, alta taxa evolutiva e auséncia de recombinacéo
(Newmeyer & Ferguson-Miller, 2003). A maior parte das mutacdes no mtDNA é caracterizada

por substituicdo de bases. Essas substituicdes podem ser classificadas como de transi¢do, com
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trocas entre pirimidinas ou purinas, e de transversao, com trocas entre pirimidinas e purinas
(Broughton & Dowling, 1994). Essa vulnerabilidade associada as caracteristicas intrinsecas do
mtDNA torna essa molécula um marcador potencial para analises de variagdo genética inter e
intra populacional (Brito & Edwards, 2009).

Vérios trabalhos tém utilizado o mtDNA para delimitar espécies, unidades
evolutivas e outros aspectos filogenéticos (Hiendleder et al., 1998). Analises mitocondriais tém
elucidado a origem de rebanhos domesticos suinos (Larson et al., 2005), caprinos (Sardina et
al., 2006) e ovinos (Kijas et al., 2012a). Isso € possivel devido a capacidade de identificar uma

estruturacdo/diferenciacdo genética mais fina entre as populagdes com o uso do mtDNA.

355 Cromossomo Y

Vaérios trabalhos utilizam marcadores no ChrY em estudos de linhagem paterna
(Edwards et al., 2000; Hanotte et al., 2000; Hurles & Jobling, 2001), principalmente com o
objetivo de detectar a influéncia de algumas poucas linhagens sobre a formacao de populagdes.
O cromossomo Y possui aproximadamente 60Mb, onde cerca de 24Mb encontra-se na regido
da eucromatina e 30Mb na regido da heterocromatina. Portanto, 95% de todo o0 cromossomo
consiste em regido ndo recombinante ou sexo-especifica, MSY (Butler, 2003), por essa razdo
esta regido é susceptivel a um maior nimero de mutacdes, inclusive delecoes e insercdes. 1sso
faz com que marcadores no cromossomo Y possam ser bastante informativos e,
consequentemente, ferramentas Uteis para formacdo de hapl6tipos. Mesmo com poucas
informacBes publicadas para ovinos, Meadows & Kijas (2009) identificaram 17 hapl6tipos
nesta espécie, 0 que evidencia o potencial de estudos com este cromossomo para analises

filogenéticas e filogeogréficas.
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3.6.Diversidade Genética das Racas Localmente Adaptadas Brasileiras

Alguns estudos com ovinos mostram diferenciagdo consideravel entre
populagdes da mesma racga (Paiva et al., 2005a; Kijas et al., 2009; Gongalves et al., 2010; Li et
al., 2011; Kijas et al., 2012b), e propdem em alguns casos que haja existéncia de ragas distintas
atualmente agrupadas juntas (Kijas et al., 2012b). Em trabalhos recentes, é possivel observar
diferenciacdo genética significativa dentro de algumas racas: Dorset, Dorper, Suffolk (Kijas et
al., 2009), Finnsheep (Li et al., 2011), Morada Nova (Silva et al., 2011), Entre-Sambre-et-
Meuse (Dumasy et. a., 2012), Gulf Coast Native (Kijas et al., 2012b). Quando as diferencas
entre grupos de animais dentro de racas sdo consideravelmente maiores do que as diferencas
entre racas, localizadas no mesmo pais ou continente (Dumasy et al., 2012; Kijas et al., 2012b),
pode-se sugerir a existéncia de mais de uma raga (Kijas et al., 2012b).

Segundo Dumasy et al. (2012), véarios fatores podem decorrer em altos niveis de
diferenciacdo dentro das racas: a) efeito fundador; b) deriva genética: c) selecdo; d) introgressédo
de genes de racas especializadas. A subestruturacdo dentro de racas tem uma implicacao
importante nas estratégias utilizadas para manutencéo da variabilidade genética nos programas
de conservacdo de recursos genéticos (Fernandez et al., 2008). Além disso, as novas tecnologias
de avaliacdo gendmica permitem que informacdes obtidas em uma raga possam ser utilizadas
para predicdo de valores gendmicos em outras racas geneticamente proximas (Kijas et al.,
2012b). Segundo Quignon et al.(2007), a subestruturacdo deve ser considerada em estudos de
associacao, caso contrario pode elevar os riscos de associacfes falsas entre marcadores
moleculares e fendtipos.

Kijas et al. (2012a) genotiparam 49.034 SNP em animais de 74 racas de ovinos
e identificaram que a maioria das populacdes abrigam uma diversidade elevada de SNP, além
de manter um tamanho efetivo da populacdo muito maior do que a maioria das racgas bovinas e
caninas, 0 que sugere uma domesticacdo a partir de uma ampla base genética. Além disso,
compartilhamento de extensos haplotipos e tempo de divergéncia reduzido entre as ragas
revelaram troca genética frequente ocorrida durante o desenvolvimento das ragcas modernas.

Entretanto, Paiva et al. (2005a) ao analisar a variabilidade genética de ragas
ovinas brasileiras, detectaram que as diferencas inter-raciais representam apenas 14,92% da
variacdo total (p<0,001), variancia molecular menor do que outras espécies naturalizadas, tais
como: 29,96% (Spritze et al., 2003) a 25,28% (Serrano et al., 2004) em bovinos; 24,53% em
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equinos (Fuck, 2002) e; 21,21% em caprinos (Oliveira, 2003). Este valor relativamente baixo
implicaria em uma relagdo estreita entre as ragas ovinas brasileiras, devido a cruzamentos
aleatdrios entre as racas e deriva genética (Paiva et al., 2005a,d).

Examinando haplétipos de mtDNA em ovelhas localmente adaptadas e
comerciais no Brasil, Paiva et al. (2005b) descobriram que todos os animais estavam
relacionados com o hapl6tipo Europeu, com excecdo de dois animais da raca Dorper, que
tiveram origem Africana (Hiendleder et al., 1999), confirmada por sequenciamento. Essa alta
frequiéncia de haplétipos europeus confirma acontecimentos historicos, mas a introgressdo dos
animais africanos precisa ser melhor estudada (McManus et al., 2010). Em uma escala global,
claras divisdes genéticas foram detectadas separando ovinos da Europa, Asia e Africa. Esta
divisdo, provavelmente reflete a variacdo entre as populac@es que participaram das primeiras
migracdes para fora dos centros de domesticacdo. (Kijas et al. 2012a). Recentes estudos
demonstram duas fontes possiveis de variacio nas racas brasileiras (Mediterraneo e Africa). Ja
as ragas europeias possuem trés fontes relacionadas e as africanas uma unica fonte. As ragas
brasileiras, portanto, sdo representativas de ambos os continentes Europeu, Asiatico e Africano
(McManus et al., 2010).

Paiva et al. (2006) e Meadows et al. (2004) sequenciaram 559 pb do promotor
SRY em racas ovinas brasileiras e européias, respectivamente, e corroboraram seus resultados
ao identificarem uma transicdo G/A nas racas deslanadas. Uma alta freqiiéncia do SNP_G nas
racas lanadas foi detectada, enquanto nas deslanadas foi detectada maior freqiiéncia do SNP_A
(mutante). A identidade do SNP foi confirmada pelo alinhamento dos fragmentos com uma
sequéncia do GenBank ( AF026566 ). Outros resultados interessantes foram obtidos por Paiva
(2005c), aonde a ovelha Crioula Lanada brasileira compartilha praticamente todos seus
hapl6tipos com a raca Crioula do México, bem como com a raca Hampshire, o que sugere a
origem comum das ovelhas crioulas lanadas na América Latina.

Embora fosse possivel constatar a presenca de caracteristicas morfologicas das
ragcas Somalis e Suffolk nos animais da raga Santa Inés, Paiva et al. (2005a,d) estimaram a
variancia molecular entre racas deslanadas e observaram maior proximidade genética do Santa
Inés com as ragas Bergamécia e Rabo Largo, se comparadas a raca Morada Nova. A racga
Somalis apresentou-se distante das demais populacGes, como esperado pelos registros
historicos (Morais, 2001). Segundo Paiva et al. (2005a), o fato da raca Santa Inés situar-se
préxima da Bergamacia indica que essas podem ter sofrido cruzamentos no passado. McManus

et al. (2010), ao analisar sete haplotipos conhecidos da espécie Ovis aries, aparentemente
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detectou um novo alelo presente apenas nas ragas brasileiras, e concluiram ser esta uma
evidéncia adicional da recente influéncia da raca Bergamacia e outras comerciais na formacéao
da Santa Inés. Além disso, alguns animais desta raca apresentaram haplétipos comuns com
outras racas brasileiras e com africanas.

Kijas et al. (2012a), ao estimarem o tempo de divergéncia entre ragas ovinas,
identificaram maior proximidade genética da raga Santa Inés com a raga Crioula Lanada do que
com a raca Morada Nova, 0 que aumentam 0s questionamentos sobre o processo de formacao
do Santa Inés. Essa proximidade pode ser justificada pela introgressdo de ragas comerciais
lanadas na formacdo das novas linhagens da raca Santa Inés (McManus et al., 2010).

Paiva et al. (2005c), a partir de uma analise Bayesiana utilizando o software
Structure, identificaram uma significativa subestrutura no Santa Inés (rebanhos de Santa Inés
do Maranhd&o contra rebanhos do Sergipe e Centro-oeste) e Morada Nova (variedades vermelha
contra branca). Estes resultados juntamente com os indices de variabilidade inter-racial
mostram que, embora o Santa Inés possa ser considerado uma raga, VArios eventos de
introgressdo ocorreram em seu passado recente, inclusive com Suffolk, resultando em animais
altamente polimérficos e com ma definicao fenotipica (por exemplo, varias cores de pelagem)
(McManus et al., 2010). Essa subestruturacdo convencionou a nomenclatura racial em 2
linhagens: “Velha Santa Inés” e “Nova Santa Inés”. A “Nova Santa Inés” ¢, provavelmente,
originaria de Sergipe, consiste em animais maiores, com melhor cobertura de musculatura
posterior e pelagem preta ou marrom, predominantemente encontradas nas regides Sudeste e
Centro-oeste. A “Velha Santa Inés” ¢ composta por animais de menor tamanho e mais risticos
(Paiva et a., 2005a; Carneiro et al., 2010; Souza et al., 2012). Segundo McManus et al. (2010)
a “Nova Santa Inés” pode apresentar menor resisténcia a parasitas gastro-intestinais e qualiddae
do pélo, além de adquirir caracteristicas ndo desejaveis como a susceptibilidade ao scrapie —
herdado provavelmente pela raga Suffolk.

De acordo com os resultados de Paiva (2005c), a raca Somalis brasileira
apresentou a maior integridade genética e diferenciacdo dentre todas as ragas localmente
adaptadas analisadas em seu experimento. Paiva et al. (2005a), usando marcadores RAPD para
estudar ragas brasileiras, detectou baixa heterozigosidade esperada (0.3229) e proporcao de loci
polimorfico (90.74) da raga Somalis. Os mesmos autores concluiram que, devido aos processos
de deriva genética e endogamia, Somalis foi afetado por eventos estocasticos. Contudo, Paiva
et al. (2011), utilizando microssatélites e mtDNA, detectaram heterozigosidade esperada mais
elevada (0.5896) e observada de 0.6451.
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Segundo Paiva (2005c), as ragas brasileiras Rabo Largo, Somalis Brasileira,
Morada Nova e até mesmo Santa Inés, provavelmente descendem ou apresentam muita
influéncia de racas da Africa. Dessa maneira, seus dados sugerem que as ragas africanas possam
apresentar essa histdria evolutiva em comum com as ragas européias pelo compartilhamento de
um mesmo haplo6tipo mitocondrial. Outra hipotese sugerida pelo autor € a possivel influéncia
das racas de ovelhas existentes nas llhas Canérias, visto que quase todos 0s navios com destino
as Americas aportavam nessas ilhas nos seculos XV e XVI, o que teria permitido troca de
material genético com as ovelhas da Europa, Asia e Africa.

A diferenciacdo genética da Ovelha Pantaneira tem sido comprovada em estudos
recentes. Crispim (2012), ao analisar locos microssatélites, verificou que o grupo genético
Pantaneiro distingue-se das demais racas ovinas criadas no Mato Grosso do Sul. A riqueza

alélica observada foi superior as das demais racas estudadas.
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CAPITULO 1

ESTUDO DA ESTRUTURA GENETICA DE OVINOS LOCALMENTE ADAPTADOS
DO BRASIL POR MEIO DE MARCADORES DE BASE UNICA (SNP - SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM)

1. RESUMO

Brasil possui diversas racas ovinas no seu territotio que surgiram em consequéncia tanto de
maultiplas introducGes desde o periodo da colonizacdo bem como de eventos genéticos e
demogréaficos. De forma a aumentar a compreensdo da formacao desses grupos genéticos, o
objetivo dessa dissertacdo foi analisar a distribuicdo da diversidade genética de 721 individuos
de 30 racas por meio do ovine SNP50 BeadChip. Foram utilizados oito grupos genéticos
brasileiros, cinco deslanados e trés lanados. Além disso, mais 22 racas foram analisadas como
possiveis fundadoras das racas brasileiras. A partir dos resultados das distancias genéticas
geradas pelo indice Fst foi possivel identificar que existem duas fontes de variacao principais
para as racas brasileiras: uma de origem Africana e outra com origem na regido Mediterranea
da Europa. As racas lanadas Crioula e Bergamacia apresentaram maior proximidade genética
com ragas coletadas nas Américas (Corriedale, Gulf Coast Native, llle de France, Hampshire e
Suffolk) e Caribe (St.Elizabeth) do que com ragas européias mediterraneas. A andlise de
componentes principais (PCA) confirmou a proximidade genética entre as populagdes de Santa
Inés e Bergaméacia, e de Morada Nova com Rabo Largo observadas anteriormente com
marcadores microssatélites. Além disso, a raca Somalis apresentou uma maior homogeneidade
genética e diferenciacdo entre as ragas localmente adaptadas. O grupo genético Pantaneiro

apresentou relativa diferenciacdo genética da raca Crioula bem como uma maior proximidade
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da raca Bergamacia Brasileira. Os resultados desse estudo serdo usados para direcionar o
enriquecimento do Banco de germoplasma existente, bem como fornecer subsidios para as

associacOes de criadores sobre a diversidade genética existente dentro de cada raca.

Palavras-chave: Ovis aries, manejo genético de pequenas populacdes, conservacdo dos
recursos genéticos animais, diversidade genética, marcadores moleculares.



STUDY OF GENETIC STRUCTURE OF BRAZIL LOCALLY ADAPTED SHEEP BY
SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM MARKERS

2. ABSTRACT

Brazil has several sheep breeds in their territory that arose as a result of multiple introductions
from the period of colonization as well as genetic and demographic events. In order to increase
the understanding of the formation of these genetic groups, the goal of this dissertation was to
analyze the distribution of genetic diversity of 721 individuals of 30 breeds through the ovine
SNP50 BeadChip. . Five Brazilian hair sheep breeds and three wool sheep breeds were used. In
addition another 22 breeds were analyzed as possible founders of Brazilian breeds. Based on
the results of genetic distances generated by Fst, two sources of variation for Brazilian breeds
were found: one African and an other Mediterranean. The Crioula Lanada and Bergamacia
showed greater genetic proximity breeds collected in the Americas (Corriedale, Gulf Coast
Native, llle de France, Hampshire e Suffolk) and the Caribbean (St.Elizabeth) than
Mediterranean European breeds. Principal Components Analysis (PCA) detected close genetic
relationships among populations of Santa Ines and Bergamacia , and Morada Nova with Rabo
Largo, previously observed with microsatellite markers. In addition, the Somalis showed
greater integrity and genetic differentiation between the locally adapted breeds. The analyzes
are indicative of differentiation between Pantaneiro and Crioula Lanada, but are not conclusive
to the general understanding of the sheep group Pantaneiro. The results of this study will be
used to direct enrichment of the Bank of germplasm and to give subsidies to breeders

associations on the genetic diversity within each breed.

Key Words: Ovis aries, locally adapted breeds, genetic management of small populations,
conservation of animal genetic resources, genetic diversity, molecular markers.



3. INTRODUCAO

Registros histéricos da espécie Ovis aries evidenciam a dispersdo de ovinos
asiaticos primeiro para a Europa e por fim para a Africa (Fitzhugh & Bradford, 1983). Varios
trabalhos observaram elevados niveis de fluxo génico e introgressdes entre as ragas ovinas
(Kijas et al., 2012; Meadows et al., 2005; Tapio et al., 2006). No entanto, a extensdo dessa
miscisgenacdo genética e a alta diversidade dentro de muitas ragas permanecem sem
explicacOes (Kijas et al., 2012).

A subestruturacdo genética dentro de racas tem uma implicacdo importante nas
estratégias utilizadas para manutencdo da variabilidade genética das populacdes (Fernandez et
al., 2008). Por exemplo, o processo de formacdo de diferentes ecétipos/linhagens dentro das
racas ovinas brasileiras, a exemplo Crioula Lanada e Santa Inés, pode ter decorrido de efeito
fundador, praticas de manejo e eventos de introgressao das ragas especializadas (McManus et
al., 2010).

A crescente disponibilidade de marcadores moleculares e o desenvolvimento de
técnicas capazes de detectar polimorfismos no DNA ampliaram a capacidade de caracterizar as
racas (Toro et al., 2008). Segundo 0 mesmo autor, 0s microssatélites e SNPs sdo as ferramentas
genbmicas mais utilizadas para estudos de varia¢do genética, pois elas possibilitam o aumento
do conhecimento sobre a estrutura de populacdes existentes, através da quantificacdo da
variabilidade genética intra e inter-racial. Além disso, € possivel identificar regides do genoma
associadas a caracteristicas quantitativas de interesse econémico.

Os marcadores SNPs tém sido os preferidos em estudos de variacdo genética,
uma vez que apresentam menores taxas de erro de genotipagem e tempo de resposta bem como
permitem reducdo nos custos de infra-estrutura e possibilitam a atualizacdo dos perfis de DNA
de animais ja genotipados ((McClure, 2012; Souza et al., 2012). Adicionalmente, possuem uma
maior capacidade de automacéo e padronizacdo, facilitando a comparacdo entre laboratérios
(Heaton et al., 2002; Anderson & Garza, 2006; Van Eenennaam et al., 2007; Baruch & Weller,
2008).
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No Brasil, alguns estudos foram realizados, a partir de 2005, para quantificar a
diversidade genética das racas ovinas localmente adaptadas com marcadores microssatélites e
mitocondriais (e.g. Paiva, 2005c; Crispim et al., 2013). Dentre os principais resultados
observados destacam-se que todas as racas localmente adaptadas do Brasil pertencem ao
haplogrupo mitocondrial B (Paiva et al., 2005a), bem como existem evidéncias de sub-
estruturacdo genética das racas Morada Nova (Ferreira et al., 2014). Apesar de varios
conhecimentos terem sido agregados nestes estudos, ndo foi possivel, por exemplo, identificar
a origem das principais racas localmente adaptadas brasileiras.

Recentemente, o Consdrcio Internacional do Genoma Ovino (International
Sheep Genomics Consortium, ISGC, 2006, pagina web) validou um painel de 60.000
marcadores SNP em 2819 animais provenientes de 74 racas de ovinos (Kijas et al., 2012a). O
Brasil foi o unico pais da América do Sul a participar do Consoércio, com DNA de 98 animais,
de trés racas localmente adaptadas que compdem o programa de conservacao e uso sustentavel
de recursos genéticos animais da Embrapa: Santa Inés, Morada Nova e Crioula.

O principal resultado para as racas brasileiras obtido no trabalho de Kijas et al.
(2012a) foi a confirmacdo da existéncia de duas fontes principais de variacdo: uma das ragas da
Europa Mediterranea e outra das racas da Africa. No entanto, nio foi possivel explorar mais
profundamente a estrutura populacional mais fina das ragas brasileiras. Desta forma, este
presente trabalho visa aumentar o conhecimento da estrutura populacional das racas de ovinos
do Brasil a partir da genotipagem de novas racas brasileiras ndo amostradas no trabalho de Kijas
etal., (2012a).



4. MATERIAL E METODOS

Foram amostrados um total de 215 individuos pertencentes a oito racas
localmente adaptadas brasileiras (trés lanadas e cinco deslanadas) e 73 individuos pertencentes
a seis racas adicionais existentes no Brasil e Colémbia (Tabelas 1 e 2). Todas essas amostras
foram retiradas do Banco de DNA e tecidos do Laboratério de Genética Animal (LGA) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. Foram adicionados neste estudo os
gendtipos (49.034 SNPs do Ovine SNP50 BeadChip) de 433 individuos, analisados pelo
Consorcio Internacional do Genoma Ovino (Kijas et al., 2012), pertencentes a dezesseis ragas

distintas — originarias das regides América do Norte, Caribe, Europa e Oriente Médio, Africa e

Austrélia (Tabela 1) — que podem auxiliar na identificacdo da origem das ragas brasileiras.

Tabela 1. Racas analisadas e local de coleta das amostras.

Cod. Racas Local de coleta das amostras Animais
Racas/grupos genéticos localmente adaptados do Brasil

OB Bergamacia Ameérica do Sul / Brasil 15
OCL Crioula Lanada América do Sul / Brasil 27
OPT Pantaneiro América do Sul / Brasil 6
OBN Barriga Negra América do Sul / Brasil 23
OMN Morada Nova América do Sul / Brasil 52
ORL Rabo Largo América do Sul / Brasil 15
OS Somalis América do Sul / Brasil 22
oSl Santa Inés América do Sul / Brasil 55

*Amostras fornecidas pelo ISGC.



Continuacao Tabela 1. Racas analisadas e local de coleta das amostras.

42

Possiveis racas fundadoras

Américas

BBB* Barbados Black Belly Ameérica do Norte / Caribe 24
STE* St. Elizabeth América do Norte / Caribe 10
GCN* Gulf Coast Native América do Norte / EUA 30
MORA Mora América do Sul / Colémbia 8
OPD Poll Dorset América do Sul / Brasil 7
OSUF Suffolk América do Sul / Brasil 9
OoC Corriedale América do Sul / Brasil 26
OH Hampshire América do Sul / Brasil 12
OIF llle de France América do Sul / Brasil 11
Europa Mediterranea

ALT* Altamurana Italia 24
COM* Comisana Italia 24
LEC* Leccese Italia 24
CAS* Castellana Espanha 23
CHU* Churra Espanha 30
OJA* Ojala Espanha 24
RAA* Rasa Aragonesa Espanha 22
ERS** Engadine Red Sheep Suica 24
Oriente Médio

QEZ* Qezel Ird 35
MOG* Moghani Ird 34
Africa

RMA* Red Maasai Quenia 45
Oceania/Australia

APM* Australian Poll Merino Austrélia 30
MER* Australian Merino Austrélia 30

*Amostras fornecidas pelo ISGC; **Raca ndo Mediterranea.



Tabela 2. Regibes de coleta das amostras localmente adaptadas brasileiras
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Racas Localidade Cadigo N
Bergamacia Fazenda Agua Limpa — UnB/DF OB/DF 10
Brasileira Neropolis/GO OB/GO 5
Barriga Negra Campo Experimental Agua Boa/RR OBN AB/RR 18
Boa Vista/RR OBN BV/RR 5
Crioula Lanada Embrapa Pecuaria Sul — Bagé/RS OCL BA/RS 9
Cacapava do Sul OCL CS/RS 7
Lages/SC OCL LA/SC 5
Ponte Alta/SC OCL PA/SC 6
Morada Nova Embrapa Caprinos e Ovinos — Sobral/CE OMN SO/CE 12
UFC — Pentecoste/CE OMN PE/CE 2
Morada Nova/CE OMN MN/CE 12
Caraiba/BA OMN CA/CE 1
Banabuit/CE OMN BA/CE 2
Angicos/RN OMN AN/CE 2
Lages/RN OMN LG/RN 2
EMPARN — Pedro Avelino/RN OMN PA/PB 1
Patos/PB OMN PT/PB 2
Mogeiros/PB OMN MO/PB 1
Sédo José do Egito/PE OMN SJ/PE 1
UESB - Jequié/BA OMN JE/BA 14
Pantaneiro Nhecolandia/MS OPT NHE/MS |3
Campo Alto/MS OPT CA/MS 2
Anhanguera — Uniderp, Campo Grande/MS | OPT AU/MS 1
Rabo Largo Caraiba/BA ORL CA/BA 5
Pilar/BA ORL PI/BA 5
EBDA - Pilar/BA ORL EB/BA 2
Juazeiro/BA ORL JU/BA 1
Emepa — Soledade/PB ORL SO/PB 2
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Continuacao Tabela 2. Regides de coleta das amostras localmente adaptadas brasileiras

Racas Localidade Cadigo N

Somalis Brasileira | Embrapa Caprinos e Ovinos — Sobral/CE OS SO/CE 22

Santa Inés Aracaju/Sergipe OSI AR/SE 8
Embrapa Caprinos e Ovinos — Sobral/CE OSI SO/CE 5
UESB - Jequié/BA OSI1 JE/BA 6
Embrapa Tabuleiros Costeiros — Frei | OSI FP/SE 10
Paulo/SE
Embrapa Meio Norte — Campo Maior/Pl OSI CM/PI 13
Inhumas/GO OSI INH/GO 13

Inicialmente, foram formados trés grupos de amostras. No primeiro grupo (grupo
), todos 0s animais de racas e/ou grupos genéticos localmente adaptadas brasileiras (lanadas e
deslanadas) foram agrupados (n = 215): OB, OBN, OCL, OMN, OPT, ORL, OS, OSI. O
segundo grupo (grupo I1) foi formado por animais das racas localmente adaptadas brasileiras
lanadas e outras racas possivelmente fundadoras (n = 300): OB, OCL, OPT, APM, CHU, COM,
GCN, MER, MORA, OC, OH, OJA, OPD, OSUF, RAA. O terceiro grupo (grupo Il1) incluiu
0s animais das racas localmente adaptadas brasileiras deslanadas e outras possiveis ragas
fundadoras (n = 635): OBN, OMN, ORL, OS, OSI, ALT, APM, BBB, CAS, CHU, COM, ERS,
GCN, LEC, MER, MOG, OIF, OJA, OB, OSUF, QEZ, RAA, RMA, STE.

Para as amostras do LGA, o DNA foi processado, diluido de acordo com
protocolos estabelecidos no LGA e as amostras foram submetidas a genotipagem com o Ovine
SNP50 BeadChip (Illumina Inc.) contendo 54.241 marcadores SNP. O servico de genotipagem
foi realizado com a empresa Neogen GenSeek (Nebrasca, EUA). As analises de controle de
qualidade dessas amostras bem como a integragdo das mesmas com os demais Bancos de dados
de Kijas et al (2012) foi realizado a partir do software Golden Helix “SNP e VariationSuite”
v.7 (SVS) (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA). Os primeiros controles de qualidade
foram excluir individuos que tivessem “Call Rate” (taxa de marcadores SNP que tiveram seus
gendtipos corretamente coletados por individuo) menor do que 98% e selecionar marcadores
com valores de MAF (frequéncia do alelo menos frequente) maior do que 0,1, o que resultou

em um total de 48.934 SNPs. Posteriormente, foram excluidos todos marcadores em
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desequilibrio de Ligacdo maior do que 0,05 (indep-pairwise 50; 5; 0.05). Ap6s o descarte dos
marcadores ndo autossémicos, o banco de dados final para anélises foi de 23.613 SNPs.

A variabilidade genética intra-racial foi estimada a partir das estimativas de
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) por meio do programa PLINK (Purcell et
al., 2007). Adicionalmente, o coeficiente de endogamia (f) foi estimado pelo software SVS
(Golden Helix, Inc.). O coeficiente de endogamia utilizado foi o indice de fixagdo dentro de
subpopulacdes (Fis), de Wright (1951), que analisa o coeficiente de endogamia de individuos
(i) em relacdo as subpopulacgdes (s) das quais as mesmas fazem parte:

Fis=He—-Ho/He

Onde, Ho é a heterozigosidade observada do individuo; He é a heterozigosidade
esperada da subpopulacdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Portanto, reflete a
probabilidade de dois alelos dentro do mesmo individuo serem idénticos por descendéncia.

Para observar a estruturacdo genética foram analisadas as matrizes de distancias
genéticas baseadas no indice Fst por meio do método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) e analise de componentes principais (PCA). Essas
analises foram executadas por meio dos softwares SAS (Statistical Analysis, Cary, North
Caroline, v.9.3) e SVS (Golden Helix, Inc.), respectivamente. A variacdo de cada componente
da analise PC para cada grupo foi demonstrada no anexo D. Os gréaficos das Analises de
Componentes Principais foram gerados por meio do software Excel 3D scatter plot (Doka,
2006). A analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre as racgas, dentro dos grupos, foi
analisada por meio do programa Arlequin 3.5. (Excoffier L. & Lischer H.E. L., 2000).

As relacOes genéticas entre as racas e 0s niveis de miscigenacdo genética foram
avaliados pelo software STRUCTURE versdo 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) sob 0 modelo de
admixture (miscigenacdo), com 1.000 itera¢6es de quecimento (Burnin) e 10.000 iteracdes para
coleta dos dados a partir dos algoritmos MCMC (Monte Carlo em Cadeia de Markov). Os
graficos foram gerados pelo proprio software Structure. Foram realizadas 10 repeticdes para
cada valor de agrupamento (parametro K). O numero mais provavel de agrupamentos foi
definido utilizando a metodologia proposta por Evanno et al. (2005):

AK = m([L”’K])/s[L(K)]

Onde, L(K) consiste na média dos valores de Ln P(D);

L’(K) = L(K)n — L(K)n-1;

L”’(K)=L"(K)n - L’(K)n-1;

AK = [L’’(K)]/Stdev



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados

5.1.1. Diversidade genética intra-racial

As racas originarias do Mediterrdneo apresentaram heterozigosidades mais
elevadas (Ho > 0,34 e He > 0,34) do que a maioria das racgas localmente adptadas (Ho < 0,34 e
He < 0,34) (Tabela 3). A raca africana Red Massai apresentou indices de heterozigosidades
observada e esperada igual 0,32. Dentre as racas localmente adaptadas, a raca Santa Inés
apresentou os maiores indices de heterozigosidades observada e esperada (Ho = 0,34 e He =
0,34). As racas localmente adaptadas brasileiras deslanadas Somalis (Ho = 0,29; He = 0,26) e
Barriga Negra (Ho = 0,29; He = 0,29) apresentaram os menores indices de heterozigosidades

entre todas as racas analisadas (Tabela 3).
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Tabela 3. Variabilidade genética intra-racial das racas/ grupos genéticos analisados no presente

estudo.
RACA N Origem das amostras Ho* Std Dev* He* Std Dv*
ALT 24 Europa Mediterranea / 1talia 0,354 0,162 0,357 0,142
APM 30 Oceania / Australia 0,365 0,154 0,363 0,136
BBB 24 Américado Norte / EUA e Caribe 0.312 0.170 0.329 0.160
CAS 23 Europa Mediterranea / Espanha 0,371 0,164 0,361 0,138
CHU 30 Europa Mediterranea / Espanha 0,359 0,162 0,354 0,143
COM 24 Europa Mediterranea / Italia 0,367 0,166 0,356 0,141
ERS 24 Europa Mediterranea / Suica 0,364 0,168 0,353 0,144
GCN 30 América do Norte / EUA 0,363 0,159 0,360 0,138
LEC 24 Europa Mediterranea / 1talia 0,345 0,108 0,381 0,118
MER 30 Oceania / Australia 0,355 0,154 0,361 0,138
MOG 34 Oriente Médio / Ira 0,362 0,158 0,356 0,141
MORA 8 América do Sul / Colémbia 0,316 0,232 0,290 0,182
OB 15 América do Sul / Brasil 0,326 0,181 0,334 0,157
OBN 23 América do Sul / Brasil 0291 0,191 0,296 0,175
oC 26 Ameérica do Sul / Brasil 0,345 0,159 0,354 0,142
OCL 27 América do Sul / Brasil 0,317 0,151 0,352 0,143
OH 12 Ameérica do Sul / Brasil 0,360 0,197 0,339 0,155
OIF 11 América do Sul / Brasil 0,337 0,190 0,339 0,154
OJA 24 Europa Mediterranea / Espanha 0,370 0,160 0,362 0,136
OMN 52 América do Sul / Brasil 0.300 0.168 0.310 0.164
OPD 7 Ameérica do Sul / Brasil 0,346 0,242 0,298 0,183
OPT 6 América do Sul / Brasil 0,327 0,220 0,330 0,162
ORL 15 América do Sul / Brasil 0,326 0,206 0,306 0,170
0S 22 América do Sul / Brasil 0,292 0,222 0,265 0,188
(ON]| 55 América do Sul / Brasil 0,340 0,154 0,346 0,148
OSUF 9 América do Sul / Brasil 0,345 0,205 0,337 0,156
QEZ 35 Oriente Médio / Ira 0,359 0,152 0,360 0,137
RAA 22 Europa Mediterranea / Espanha 0,377 0,159 0,368 0,132
RMA 45  Africa 0,325 0,171 0,320 0,160
STE 10 América do Norte / EUA e Caribe 0,364 0,201 0,343 0,152
GRUPOS N Ho StdDev He Std Dev
I 215 0.315 0.123 0.360 0.135
I 300 0,353 0,112 0,382 0,119
11 635 0.343 0.108 0.380 0.119

*Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada. Std Dv: desvio-padrdo das
estimativas de heterozigosidades. Grupos: 1) racas localmente adaptadas brasileiras; 1) racas lanadas;

I11) racas deslanadas.
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Todas as racas localmente adaptadas brasileiras apresentaram indices de
coeficientes de endogamia (Fis) > 10% (Tabela 4). Entre as racas localmente adaptadas
brasileiras, Somalis Brasileira e Barriga Negra apresentaram os maiores indices de coeficientes

de endogamia (Fis > 0,23), enquanto a raca Santa Inés apresentou o menor Fis (0,10).



Tabela 4. Coeficiente de Endogamia das racas.
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RACA N Média Std Dev Minimo Méaximo
ALT 24 0,072 0,054 0,003 0,244
APM 30 0,043 0,023 0,018 0,129
BBB 24 0,182 0,090 0,074 0,438
CAS 23 0,028 0,022 -0,010 0,096
CHU 30 0,060 0,039 0,002 0,162
COM 24 0,038 0,015 0,014 0,077
ERS 24 0,048 0,022 0,014 0,111
GCN 30 0,047 0,051 -0,029 0,195
LEC 24 0,107 0,083 0,001 0,315
MER 30 0,069 0,045 0,023 0,251
MOG 34 0,053 0,025 0,029 0,144
MORA 8 0,173 0,040 0,123 0,230
OB 15 0,144 0,057 0,061 0,248
OBN 23 0,237 0,077 0,081 0,370
oC 26 0,096 0,080 0,014 0,335
OCL 27 0,167 0,114 0,013 0,430
OH 12 0,056 0,025 0,005 0,103
OIF 11 0,117 0,081 -0,028 0,221
OJA 24 0,031 0,029 -0,007 0,094
OMN 52 0,214 0,065 0,092 0,446
OPD 7 0,093 0,073 0,030 0,238
OPT 6 0,144 0,169 0,012 0,471
ORL 15 0,146 0,035 0,049 0,223
0oS 22 0,233 0,109 0,104 0,405
oSl 55 0,109 0,061 0,041 0,329
OSUF 9 0,094 0,061 0,002 0,180
QEZ 35 0,059 0,031 0,024 0,176
RAA 22 0,014 0,016 -0,011 0,078
RMA 45 0,148 0,028 0,049 0,238
STE 10 0,047 0,034 0,002 0,117

Média do Coeficiente de Endogamia de cada raca; N: numero de individuos; Std Dev: desvio-padr&o.
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5.1.2. Diversidade genética inter-racial

A partir da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi observado queas
diferencas inter-raciais representaram 11,21%, 5,61% e 8,84% da variacdo total (p<0,001) nos
grupos 1, 11 e 11, respectivamente (anexo D). A partir do Fst Global, que mede a diferenciagéo
dentro de cada raca em relacdo a todas as outras racas (anexo A), foi possivel gerar uma matriz
de distancia genética entre todas as racas (Figura 1), na qual foram observados trés grupos
distintos. O primeiro grupo inclui sete racas amostradas nas regides do Brasil, Caribe e
Colémbia, quatro das quais sdo racas localmente adaptadas brasileiras: Rabo Largo, Morada
Nova, Barriga Negra e Somalis. A raga africana RMA encontra-se no mesmo grupo.

O segundo grupo inclui as ragas oriundas do Oriente Médio (QEZ e MOG), além
de Santa Inés e Bergamacia, o que pode sugerir uma segunda fonte de variacdo. O terceiro
grupo inclui as demais ragas/grupos genéticos amostrados no continente americano (inclusive
as populacdes localmente adaptadas brasileiras: Crioula Lanada e Pantaneira), além das ragas
originarias da Europa Mediterranea. As racas coletadas nas Américas apresentaram maior grau
de proximidade genética entre si, enquanto as racas da Europa Mediterranea foram dispostas

mais distantes.
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Figura 1. Dendrograma obtido a partir da matriz de distancias genéticas originadas do indice Fst
e do algoritmo UPGMA de todas as racgas analisadas nesse estudo.

Para contrastar os resultados obtidos no dendrograma foi realizada uma analise
de componentes principais (PC) conforme a origem das populagdes, onde o PC1 explicou
13,25% da variagéo total entre todas as racas, o PC2 8,93% e o PC3 5,39% (Figura 2). Para
melhor visualiza¢do do grau de miscigenacdo das racas localmente adaptadas brasileiras com
as outras, essas receberam cores distintas das demais racas amostradas no continente americano.
De forma geral, foi possivel observar uma separacao sutil entre as racas localmente adaptadas
brasileiras deslanadas e as originarias da Africa, Europa e Oriente Médio. As racas da Africa
(RMA) e Oriente Médio (QEZ e MOG) apresentaram separacao consistente das demais, embora
tenha sido possivel observar uma maior proximidade destas Gltimas com um agrupamento
miscigenado de ragas amostradas na Australia, América e Europa Mediterranea.

Em relacdo as racas/ grupos genéticos brasileiros, foi possivel observar maior
diferenciacdo genética da raca Somalis e maior aproximagdo genética entre as ragas Santa Inés
e Bergamacia e entre Morada Nova e Rabo Largo. Além disso, a raga Crioula e 0 grupo genético
Pantaneiro apresentaram grau de miscigenacao elevado com as demais ragcas amostradas no

continente americano.
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Figura 2. Andlise de Componentes Principais de todas as ragas — PC1(13,25%) x PC2 (8,93%) x
PC3 (5,39%). As populacbes foram plotadas para primeira, segunda e terceira dimensdes, e coloridas
conforme sua origem geogréfica (Tabela 1). Para melhor visualizagdo do grau de mistura das ragas
localmente adaptadas brasileiras com as outras, essas receberam cores distintas das demais racas
amostradas nas Américas. Onde A = OBN; B=0OCL; C =OPT; D = OSI/OB; E=0OMN/ORL; G = OS.
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5.1.2.1.  Estrutura genética fina dos grupos

Grupo | — Racas localmente adaptadas brasileiras

Dentro do grupo I, foi possivel visualizar em uma analise de componentes
principais uma separagao parcial entre as racas deslanadas (Figura 3). Além disso, uma maior
homogeneidade genética e diferenciacdo da raca Somalis, entre todas as racas localmente
adaptadas, pbde ser observada (Figura 3). Também nesta andlise foi detectada uma
diferenciacdo genética de uma parte da populacdo da raca Barriga Negra, enquanto a outra parte
apresentou maior proximidade com populagdes das racas Rabo Largo, Moarada Nova e Santa
Inés (Figuras 3), demonstrando uma sub-estruturacdo nesta populacdo. Adicionalmente, foi
possivel verificar uma maior proximidade genética entre as racas Bergamacia e Santa Inés, e
entre Morada Nova e Rabo Largo, o que corrobora com os resultados anteriores.

A raca Crioula apresentou separagao consistente das demais ragas (Figuras 3).
Apesar disso, o dendrograma obtido a partir da matriz do indice Fst (Figura 5) detectou maior
proximidade da raca Santa Inés com Crioula Lanada do que com a raca Morada Nova. Outro
aspecto importante a considerar é a diferenciagdo genética da Ovelha Pantaneira frente a
Crioula Lanada, uma vez que 0 grupo genético Pantaneiro apresentou uma maior proximidade
a raca Santa Inés e Bergamécia, comparado a raca Crioula Lanada (Figura 3).

Um grafico adicional da analise de componentes principais entre 0s
componentes PC1 e PC4 foi gerado para tentar explicar parte da variacdo existente entre as
racas localmente adaptadas brasileiras. Com esta analise foi possivel verificar uma sub-
estruturagéo das populacgdes da raga Barriga Negra (Figura 4).
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Figura 3. Analise de Componentes Principais do grupo | — PC1(6,22%) x PC2 (5,65%) x PC3
(4,93%). As populacBes foram plotadas para primeira, segunda e terceira dimensdes, e coloridas
conforme sua origem geografica (Tabela 1).
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Figura 4. Estrutura populacional do grupo | (ragas localmente adptadas brasileiras) — PC1
(6,22%) x PC4 (3,68%).
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Figura 5. Dendrograma obtido a partir da matriz de disténcias genéticas originadas do indice Fst
e do algoritmo UPGMA para as ragas pertencentes ao grupo I.
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Na analise Structure para o grupo I, foi observado que o valor de K=3 foi o que
explicou melhor a subestruturacdo das racas/grupos geneticos brasileiros a partir da
metodologia proposta por Evanno et al., (2005). Nesse valor de K foi possivel observar uma
separacdo sutil entre os animais lanados e deslanados bem como uma separacéo nitida das racas
Somalis Brasileira e Morada Nova. As racas Santa Inés, Barriga Negra e Rabo Largo
apresentaram composic¢Ges mistas entre grupos lanados e deslanados (Figura 6). Nessas racas é
comum o parecimento de & quando os animais sdo transferidos para regides um pouco mais

frias.
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Figura 6. Andlise structure de oito ragas localmente adaptadas brasileiras
(grupo 1). Foram assumidas 3 subpopulagdes (K = 3). Os individuos sdo
representados em grupos raciais, que sdo separadas por linhas pretas verticais.
Entende-se OB por raca Bergamécia; OCL/Crioula Lanada; OPT/Pantaneira;
ORL/Rabo Largo; OS/Somalis; OBN/Barriga Negra; OMN/Morada Nova;
OSl/Santa Inés.

Grupo Il — Racas Lanadas

A Andlise de Componentes Principais sugere uma clara distingdo genética das
racas ovinas amostradas na Australia (MER, APM) e européias mediterraneas (COM, CHU,
OJA, RAA) em relacdo as populagGes brasileiras (OB, OPT, OCL) e demais ragas coletadas
nas Américas (OC, OH, OSUF, OPD, GCN, MORA) (Figura 7). A raca Bergamacia apresentou
uma distancia maior das demais racas coletadas nas Américas e maior proximidade das racas
européias mediterraneas. Entretanto, foi possivel verificar no dendrograma da Figura 8 que
juntamente com a raca Bergamacia foram alocadas outras duas racas amostradas no Brasil:
OSUF e OH.
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Dentre as racas localmente adaptadas lanadas brasileiras, a raga Crioula
apresentou maior diferenciacdo genética das ragas europeias e uma possivel sub-estruturacdo
(Figura 7). Foi possivel visualizar também maior aproximacédo genética entre animais da raca
Crioula Lanada, Corriedale e Gulf Coast Native no dendrograma (Figura 8), o que corrobora

com os resultados anteriores.
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Figura 7. Andlise de Componentes Principais do grupo Il — PC1(3,00%) x PC2 (2,68%) x PC3
(2,58%). As populacbes foram plotadas para primeira, segunda e terceira dimensdes, e coloridas
conforme sua origem geografica (Tabela 1). Para melhor visualizacdo do grau de miscigenacdo das racas
localmente adaptadas brasileiras com as outras, essas receberam cores distintas das demais racas
amostradas nas Américas.
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Figura 8 — Dendrograma obtido a partir da matriz de distancias genéticas originadas do indice
Fst e do algoritmo UPGMA das racas pertencentes ao grupo Il.

Na analise Structure para o grupo |1, foi observado que o valor de K=3 foi o que
explicou melhor a subestruturacdo das ragas/grupos genéticos brasileiros a partir da
metodologia proposta por Evanno et al., (2005). Nesse valor de K foi possivel observar uma
separacgdo sutil entre os animais originarios das Ameéricas, da Austrdlia e do Mediterraneo
(Figura 9). Também foi possivel visualizar que a raca Bergaméacia apresentou alta proporcao de
genes das racas mediterraneas. A raca Crioula Lanada e o grupo genético Pantaneiro
apresentaram niveis de miscigenacdo mais elevados com as demais racas coletadas nas

Ameéricas e também com as australianas.
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Figura 9. Analise structure de quinze racas lanadas (grupo I1). Foram assumidas 3 subpopula¢6es
(K=3). Os individuos sdo representados em grupos raciais, que sao separadas por linhas pretas verticais.
Entende-se por APM raca Australian Poll Merino; CHU/Churra; COM/Comisana, GCN/Gulf Coast
Native; MER/Australian  Merino; OB/Bergamacia; OC/Corriedale; OCL/Crioula Lanada;

OH/Hampsire; OJA/Ojala; OPD/Pool Dorset; OPT/Pantaneira; OSUF/Suffolk; RAA/Rasa Aragonesa

Grupo Il — Racas Deslanadas

As racas localmente adaptadas brasileiras deslanadas se apresentaram distantes
das racas mediterraneas e australianas pela Analise de Componentes Principais, avaliada dentro
do grupo 111 (Figura 10). Entretanto, o dendrograma detectou uma proximidade das ragas Santa
Inés e Bergamacia com as racas oriundas do Oriente Médio (QEZ e MOG) (Figura 11).

A raca Somalis Brasileira permaneceu distante das demais racas localmente
adaptadas, bem como a raca BBB, que curiosamente ndo apresentou grau de miscigenacao
genética com o grupo genetico brasileiro de Barriga Negra (Figuras 10 e 12). Entretanto, o
dendrograma da Figura 11 demonstrou proximidade entre as racas RMA, BBB e OBN. Além
disso, A andlise PC observada nas comparagdes entre PC1 x PC4 detectou uma aproximacao
da raca africana RMA as populagdes localmente adaptadas deslanadas brasileiras (Figura 12).
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Figura 10. Anélise de Componentes Principais do grupo 111 - PC1(12,34%) x PC2 (8,83%) x PC3
(5,37%). As populacBes foram plotadas para primeira, segunda e terceira dimensdes, e coloridas
conforme sua origem geogréfica (Tabela 1). Para melhor visualizagdo do grau de miscigenagéo das racas
localmente adaptadas brasileiras com as outras, essas receberam cores distintas das demais racas
amostradas nas Américas.
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Figura 11. Dendrograma obtido a partir da matriz de distancias genéticas originadas do indice
Fst e do algoritmo UPGMA das racas pertencentes ao grupo Ill.
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Figura 12. Estrutura populacional do grupo I11 (ragas deslanadas) — PC1 (12,34%) x PC4 (4,56%0).
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5.2. Discussao

5.2.1. Diversidade Genética intra-racial

As heterozigosidades elevadas detectadas nas ragas originarias do Mediterraneo
(Ho > 0,34; He > 0,34) podem sugerir as primeiras migragcdes das comunidades neoliticas e
seus animais, que seguiram o Mediterraneo como rota maritima para a Europa, pois 0s niveis
relativos de diversidade genética devem diminuir com o aumento da distancia do centro da
domesticacgdo (Pereira et al., 2006; Fernandez et al., 2008). Entretanto, Blackburn et al. (2011),
ao utilizarem vinte e cinco marcadores microssatélites do painel de FAO com o objetivo de
comparar carneiros domésticos do Cazaquistdo — que situavam-se proximos do centro de
domesticacdo — com populacdes de ovinos do Novo Mundo (EUA), demonstraram que as ragas
amostradas nos EUA e Cazaquistdo obtiveram resultados de heterozigosidade esperada e
ntmero médio de alelos por loco semelhantes. Dessa forma, os referidos autores sugeriram que
populacdes geograficamente distantes dos centros de domesticacdo podem apresentar
diversidade genética maior do que se espera.

As ragas localmente adaptadas brasileiras deslanadas Somalis Brasileira (Ho =
0,29; He = 0,26) e Barriga Negra (Ho = 0,29; He = 0,29) apresentaram 0s menores indices de
heterozigosidades entre todas as racas analisadas neste trabalho (Tabela 2). Isso esta de acordo
com os resultados de Paiva et al. (2005a,d). Paiva et al. (2005a) estudaram padrdes de
semelhanca molecular a partir de marcadores RAPD-PCR e detectaram que a raca Somalis
obteve 0 menor valor de heterozigosidade esperada (0,322) entre todas as racgas brasileiras
localmente adaptadas avaliadas no trabalho (Santa Inés, Rabo Largo, Bergamacia, Morada
Nova e Somalis). Os referidos autores também analisaram 18 loci microssatélites de 297
animais pertencentes a cinco racas localmente adaptadas brasileiras e trés racas especializadas,
e 0s menores indices de heterozigosidade esperada (He = 0,57) e observada (Ho = 0,56) também
foram detectados na raca Somalis (Paiva et al., 2005d). A possivel explicacao para esse padréo
é o fato de ambas as racas terem sido coletadas de rebanhos pequenos e fechados (sem nenhuma
introducgdo recente de animais) da Embrapa e, deste modo, sdo extremamente susceptiveis as
acOes da deriva genetica e fixacdo de alelos ao longo de seus genomas.

Apesar de todas as racas localmente adaptadas brasileiras terem apresentado
indices de coeficientes de endogamia (Fis) > 10% (Tabela 3), Kijas et al. (2012) obtiveram

indices maiores do que os obtidos neste trabalho para as ragas Crioula Lanada (0,18), Morada
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Nova (0,22) e Santa Inés (0,14). Provavelmente isso se deveu ao fato da menor
representatividade das amostras desses autores, ja que as amostras utilizadas por eles
consistiram em um subconjunto das amostras utilizadas no presente trabalho.

A alta diversidade genética e miscigenacao da raca Santa Inés, com indices de
heterozigosidade esperado (He = 0,34) e observado (Ho = 0,34), pode ser explicada pela
diversidade de locais de coleta proveninete de vérias regifes diferentes (Sergipe, Ceard, Bahia,

Goiés e Piaui)

5.2.2. Diversidade Genética inter-racial

Kijas et al. (2012) genotiparam 49.034 SNP em animais de 74 racas de ovinos
globais e identificaram que a maioria das populacGes abrigam uma diversidade genética elevada
nos marcadores SNP usados, além de manter um tamanho efetivo da populagdo muito maior do
gue a maioria das ragas bovinas e caninas, 0 que sugere uma domesticacdo a partir de uma
ampla base genética.

A partir dos resultados das matrizes de distancia genética baseadas nos indices
Fst de todas as racas (Figura 1) e do grupo IlI (Figura 10) foi possivel sugerir origem africana
comum para as racas localmente adaptadas deslanadas (ORL, OMN, OBN, OS), o que
corrobora em parte com os resultados de Kijas et al. (2012), que identificaram as ragas Morada
Nova e Santa Inés sempre préximas de racas africanas, tais como Ronderib Afrikaner, Namaqua
Afrikaner, Red Massai e Ethiopian Menz. Paiva et al. (2005c) sugere que as racas brasileiras
podem descender ou apresentam muita influéncia de racas da Africa. Contudo, esse trabalho
foi o primeiro em que foi possivel fazer uma comparagdo direta das ragas brasileiras com as

africanas por meio de marcadores nucleares.

O fato das racas Bergaméacia, Moghani e Qezel se localizarem préximas nas
analises de matrizes de distancia genética baseadas nos indices Fst entre todas as racas (Figura
1) e entre as racgas do grupo Il (Figura 11), se encontra de acordo com a rota de migracéo dos
animais domesticos, da regido do Crescente Fértil para a Europa. A semelhanca fenotipica entre
as racas OB, MOG e QEZ, que produzem Ia de baixa qualidade, também é consonante com
esses resultados, provavelmente os animais domesticados na Asia teriam passado pela Italia
(regido de origem da raca Bergamaécia) antes de migrarem para o restante da Europa. Contudo,
andlises adicionais sdo necessarias para clarificar essas relacdes. Além disso, o fato da raca

Santa Inés ter sido alocada préxima da raca Bergaméacia em todas as analises realizadas neste
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trabalho é um forte indicio de cruzamentos recentes com ela. Adicionalmente ha conhecimento
sobre cruzamentos recentes, realizados na regido Nordeste, dos animais Santa Inés e Suffolk
com o objetivo de melhorar a conformacdo do Santa Inés (McManus et al., 2009). Essas
observacdes foram confirmadas em parte no presente trabalho. Na Figura 12 foi possivel
verificar alguns animais das racas Suffolk e Ile de France proximos dos animais Santa Inés. Os
estudos futuros serdo para tentar identificar as familias desses animais dessas racgas
especializadas para verificar o padrdo observado.

A maior proximidade genética das ovelhas Crioula e Pantaneira com as demais
racas amostradas nas Américas (Corriedale, Gulf Coast Native, llle de France, Hampshire e
Suffolk) e Caribe (St.Elizabeth) do que com as racgas europeias mediterraneas (Figura 9) é um
padrdo importante observado. Ao se observar a rota de migracdo dos animais domésticos,
guando estes sairam da Europa e desembarcaram em La Espafiola (hoje Republica Dominicana
e Haiti) — ponto de disseminacdo para o resto das Antilhas e do continente —, é possivel sugerir
que as ragas Crioulas seguiram uma rota comum, para a América Latina. Adicionalmente,
estudos recentes apontam que o0s ovinos crioulos lanados da América Latina possuem
ancestralidade comum com os da Peninsula Ibérica (McManus et al., 2010).

Sobre o grupo genético Pantaneiro, ele tem origem no Pantanal e possui uma
combinacdo de alelos que indica aproximacdo com as racas lanadas do Sul e deslanadas do
Nordeste (Gomes et al., 2007). Segundo Carreiro (2012), é possivel que 0 grupo genético ovino
Pantaneiro seja originario da raca Crioula, devido seu histérico migratdrio na regido Sul e sua
proximidade fenotipica com esta raca. E possivel também que o Pantaneiro seja o ec6tipo Zebua
da raca Crioula. Isso é condizente com a aproximacdo genética detectada entre esses animais
(OCL e OPT), por meio do dendrograma baseado no Fst (Figura 1). Estudos tém sido
conduzidos para caracterizar 0s ovinos Pantaneiros, definir sua origem e determinar se estes
animais ja se diferenciaram da raca Crioula ao ponto de receberem o status de raca e ndo apenas
um ecétipo (Jacinto et al., 2011).

Portanto, € possivel que existam duas fontes de variacdo para as racas localmente
adaptadas brasileiras uma Africana e outra Mediterranea, o que esta de acordo com Kijas et al.
(2012) e McManus et al. (2010).
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5.2.2.1  Estrutura genética fina dos grupos

Em todas as analises também se pbde observar a aproximacdo entre as
populacdes de Morada Nova e Rabo Largo. Resultados semelhantes foram encontrados por
Paiva et al. (2005d), que avaliaram a diversidade genética entre oito racas de Ovis aries no
Brasil por meio de dezoito marcadores microssatélites. Além disso, tais autores também
detectaram proximidade maior da raca Santa Inés com Rabo Largo, quando comparado a raga
Morada Nova, o que ndo ficou nitido nos resultados da analise PC do presente estudo (Figura
3).

A miscigenacdo da raca Santa Inés com animais lanados, observada na analise
PC (Figura 3) e Structure (Figura 6 e anexo B), ja foi discutida por Paiva et al. (2005d), Carneiro
et al. (2010) e McManus et al. (2010). E possivel sugerir a partir dos resultados obtidos neste
estudo que realmente houve grande contribuicdo da raca Bergamacia para a formacao da raca
Santa Inés. McManus et al. (2010), ao analisar sete hapl6tipos conhecidos no cromossomo Y
da espécie Ovis aries, aparentemente detectou um novo alelo presente apenas nas racas Santa
Inés e Bergamacia, e concluiram ser esta uma evidéncia adicional da recente influéncia da raca
Bergamacia na formacéo do Santa Inés.

Adicionalmente, foi possivel verificar por meio da Anélise de Componentes
Principais e da analise Structure do grupo Il (Figuras 7 e 9) que a raca Bergamécia apresentou
uma distancia maior das demais racas coletadas nas Américas e maior proximidade das racas
européias mediterraneas. 1sso era esperado, ja que esta € uma raca originaria do Norte da Italia
e recentemente introduzida no Brasil, datando do inicio do seculo passado (Carneiro, 2008).
Entretanto, foi possivel verificar na Figura 8 que juntamente com a raca Bergamacia foram
alocadas outras duas racas amostradas no Brasil: OSUF e OH.

A raca Crioula apresentou separacdo consistente das demais racas localmente
adptadas na anélise PC do grupo | (Figura 3). Apesar disso, o dendrograma obtido na Figura 6
demonstrou resultado semelhante ao obtido por Kijas et al. (2012) que, ao estimarem o tempo
de divergéncia entre racas ovinas, identificaram maior proximidade genética da raca Santa Inés
com araga Crioula Lanada do que com a raca Morada Nova. 1sso ndo pode ser confirmado pela
analise PC do presente trabalho. Entretanto, como comentado anteriormente, 0 nimero de
amostras utilizadas por Kijas et al. (2012) foi menor e pouco representativo, ja que estas eram
originarias de um numero bem reduzido de fazendas. Além disso, Kijas et al. (2012) nao

incluiram amostras Bergamacia em suas analises, 0 que poderia alterar esse efeito.
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Também foi possivel verificar através da analise PC do grupo Il (Figura 7) que
dentre as racas localmente adaptadas lanadas brasileiras, a raca Crioula apresentou maior grau
de distancia genética das racas europeias e uma possivel sub-estruturacdo. A populacédo
originaria da regido de Ponte Alta/SC apresentou maior diferenciacdo em relacdo as demais
populacbes da raca Crioula Lanada (originarias de diversas regifes: Lages/SC, Cagapava do
Sul/RS e Bagé/RS). Nesse contexto, dois estudos que envolveram os ecétipos Fronteira (comum
no Rio Grande do Sul) e Serrana (comum em Santa Catarina) da raca Crioula foram conduzidos
a fim de diferencia-los. Castro (2008) analisou os rebanhos a partir de marcadores RAPD e
microssatélites autossémicos, e detectou que os grupos que formam o rebanho de conservagéo
da Embrapa Pecuaria Sul eram geneticamente diferentes dos animais encontrados no Planalto
de Santa Catarina. Em 2010, Gongalves e colaboradores conseguiram diferenciar as populacdes
desses mesmos ovinos por meio de polimorfismo de base tUnica (SNP) localizados no DNA
mitocondrial. Curiosamente, a distancia observada da populacdo originaria de Ponte Alta/SC
em relacdo as demais populagdes da raca Crioula foi superior & distancia observada entre as
populacdes de Crioula Lanada em relacdo ao grupo genético Pantaneiro.

Outro aspecto importante a considerar é a diferenciacdo genética da Ovelha
Pantaneira frente a Crioula, uma vez que o grupo genético Pantaneiro apresentou uma maior
proximidade a raca Santa Inés e Bergamécia, comparado a raca Crioula (Figura 3 e 6). Um
aspecto relevante que se enquadra dentro desse cenario, segundo Carreiro (2012), sdo os relatos
de produtores da regido do Pantanal, que revelam acasalamentos recentes entre 0s ovinos
Pantaneiros com a raca Bergamdcia, a tal ponto que se assemelhem fenotipicamente. Além
disso, Carreiro (2012), ao analisar seis haplétipos no DNA mitocondrial em populacbes
Pantaneira, Crioula, Bergamacia, llle de France e Morada nova, identificou que trés deles eram
exclusivos do grupo genético Pantaneiro. As analises realizadas ainda ndo sdo conclusivas para
0 entendimento geral do grupo ovino Pantaneiro, e maior numero de amostras da raca
Pantaneira deve ser incluido em andlises posteriores a fim de aumentar a acuracia desses
resultados obtidos com a analise PC.

Adicionalmente, acredita-se que os habitantes da regido Sul migraram para a
regido do Pantanal Brasileiro e levaram consigo os ovinos Crioulos, ja que, atualmente, nesta
regido, existem ovinos fenotipicamente semelhantes aos ovinos Crioulos, mas que apresentam
caracteristicas proprias do grupo genético ovino Pantaneiro (Frazilio, 2005; Santos, 2005).
Portanto, como alguns estudos destacam diferencas fenotipicas notorias do grupo genético

Pantaneiro em relagdo a raca Crioula, faz-se necessaria a continuidade dos estudos de
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caracterizagdo genética e fenotipica com estes animais, a fim de utilizar os conhecimentos
obtidos em programas de conservagéao.

A raca Barriga Negra tem possivel origem africana, porém com a colonizacgéo e
a conseqliente importacdo de ovelhas lanadas europeias, pode ter havido outras influéncias na
formagéo dessa raca. (Combs, 1983). Acredita-se que a raca Barbados Black Belly possa ter
alguma influéncia na composicéao da raca Barriga Negra, o que néo foi verificado pelas anélises
PC do grupo Il (Figuras 10). Entretanto, a partir dos resultados obtidos na Figura 11 e com a
analise PC entre os componentes PC1 e PC4 (Figura 12) € possivel sugerir uma origem comum
ou alto grau de influéncia de ragas africanas nas racgas localmente adaptadas brasileiras Rabo
Largo, Morada Nova, Barriga Negra e Somalis. A aproximacdo entre as racas RMA, BBB e
OBN observada através do dendrograma baseado no indice Fst supde alguma influéncia da raca
africana nestas duas ultimas (Figuras 1 e 11). Segundo Diniz (2011), os ancestrais da raca
Barriga Negra ndo conseguiram ser até hoje identificados, mas deixa evidente que foram os
holandeses que os transportaram para a regido das llhas de Barbados. Eles dominavam o
comércio e o trafego de escravos na época e alguns exemplares africanos poderiam ter sido
levados também pelos navios negreiros saidos do Brasil. Recente introducdo de animais dessa
raca aconteceu pelo Estado de Roraima, por meio de Unidade de Execucdo de Pesquisa de
Ambito Estadual (UEPAE de Boa Vista), hoje Embrapa-RR, que mantém uma criagio de
animais Barriga Negra provenientes da Venezuela e Guianas ou, quem sabe, de Barbados.

A sub-estruturacdo da populacdo de animais da raca Barriga Negra detectada
pelas andlises de componentes principais nas comparac6es entre PC1 e PC4, dentro do grupo |
(Figura 4) mostra uma diferenciacdo genética entre as amostras originarias de uma populacd de
Boa Vista/RR em relagdo as originarias do campo experimental Agua Boa/RR. A populagéo
OBN BV (N = 5) apresentou maior proximidade de racas localmente adaptadas deslanadas, o
que pode ser explicado por algum introducéo recente de racas desladas em Roraima, como

Santa Inés



6. CONCLUSOES

Os resultados indicam duas fontes de variagdo para as ragas localmente
adaptadas brasileiras: uma Africana e outra Mediterranea. Tambem foi possivel detectar uma
proximidade maior das racas deslanadas (Rabo Largo, Morada Nova, Barriga Negra e Somalis)
com outras ragas coletadas nas Américas e com a raca africana (RMA), quando comparadas as
racas mediterraneas. A raca Santa Inés apresentou maior propor¢do de material genético lanado,
possivelmente influéncia do Bergamécia.

A raca Barriga Negra demonstrou possivel sub-estruturacdo nas Analises de
Componentes Principais. Ela ndo apresentou grau de miscigenag¢do com a raca Barbados Black
Belly. A raca Somalis apresentou uma maior diferenciacdo genética entre as racas brasileiras
localmente adaptadas. O grupo Genético Pantaneiro se mostrou entre a raca Crioula e a raca

Bergamécia, com uma influéncia mais recente da Gltima.
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0.0634381 0.0751743 0.0667153 0.1117949 0.1712482 0.0671157 0.1194707 0.0580953 0.1185706 0.1316951 0.0611220 0.1216382 0.0726329 0.0768983 0.0431953 0.0495722 0.0468680 0.0942464 0.0430928 0.0520844 0 0.0567817 0.0581206 0.0361910 0.0589881 0.0403515 0.0535126 0.0320582 0.1100997 0.0611839
0.0654933 0.0756746 0.0684947 0.1233546 0.1862424 0.0701261 0.1239099 0.0606564 0.1209163 0.1406505 0.0656282 0.1305550 0.0754933 0.0783773 0.0531159 0.0556790 0.0523208 0.1039339 0.0510510 0.0609630 0.0567817 0 0.0580539 0.0460033 0.0708243 0.0483947 0.0664048 0.0401826 0.1266220 0.0670166
0.0509794 0.0597621 0.0564270 0.1163385 0.1769299 0.0583021 0.1100920 0.0589072 0.1067194 0.1320007 0.0567030 0.1254642 0.0763745 0.0797158 0.0545671 0.0509857 0.0477556 0.0951493 0.0478964 0.0582814 0.0581206 0.0580539 0 0.0502723 0.0703371 0.0455375 0.0660890 0.0372549 0.1207964 0.0546188
0.0562865 0.0677530 0.0577324 0.1121798 0.1736602 0.0598709 0.1113412 0.0507874 0.1095535 0.1293615 0.0550872 0.1207593 0.0691032 0.0721595 0.0282704 0.0431583 0.0403224 0.0926771 0.0378960 0.0481410 0.0361910 0.0460033 0.0502723 0 0.0596043 0.0349034 0.0550963 0.0265745 0.1153865 0.0561277
0.0783940 0.0908167 0.0787326 0.1100669 0.1575111 0.0793606 0.1323973 0.0674668 0.1314222 0.1316002 0.0714054 0.1250777 0.0738520 0.0774058 0.0653441 0.0659963 0.0624388 0.0942383 0.0598398 0.0706646 0.0589881 0.0708243 0.0703371 0.0596043 0 0.0580835 0.0127742 0.0502211 0.0904036 0.0691265
0.0477858 0.0621058 0.0509649 0.1056210 0.1673280 0.0560148 0.1070680 0.0475925 0.1057903 0.1240880 0.0475180 0.1143527 0.0653002 0.0700517 0.0398779 0.0351377 0.0324334 0.0873951 0.0286551 0.0363640 0.0403515 0.0483947 0.0455375 0.0349034 0.0580835 0 0.0531986 0.0180069 0.1079321 0.0511852
0.0733821 0.0860126 0.0735227 0.1036711 0.1506156 0.0741880 0.1267365 0.0616389 0.1256389 0.1257253 0.0668681 0.1190780 0.0687303 0.0730912 0.0613260 0.0612388 0.0576751 0.0886449 0.0545321 0.0657181 0.0535126 0.0664048 0.0660890 0.0550963 0.0127742 0.0531986 0 0.0450282 0.0836530 0.0640957.
0.0407619 0.0545644 0.0444246 0.0970210 0.1613449 0.0473231 0.0992356 0.0392916 0.0987286 0.1169445 0.0400587 0.1062627 0.0566642 0.0619488 0.0305617 0.0261667 0.0234644 0.0796809 0.0209666 0.0319158 0.0320582 0.0401826 0.0372549 0.0265745 0.0502211 0.0180069 0.0450282 0 0.1002950 0.0438642
0.1268145 0.1437689 0.1276406 0.1251956 0.1330264 0.1303717 0.1827986 0.1186253 0.1850962 0.1605944 0.1211784 0.1474798 0.1085667 0.1227937 0.1204016 0.1137526 0.1104877 0.1209781 0.1084951 0.1186259 0.1100997 0.1266220 0.1207964 0.1153865 0.0904036 0.1079321 0.0836530 0.1002950 0 0.1091463
0.0613719 0.0683289 0.0646800 0.1155034 0.1816908 0.0625271 0.1248923 0.0618569 0.1201943 0.1300701 0.0618889 0.1235599 0.0747780 0.0815109 0.0622583 0.0592263 0.0556036 0.0767220 0.0546917 0.0649580 0.0611839 0.0670166 0.0546188 0.0561277 0.0691265 0.0511852 0.0640957 0.0438642 0.1091463 0

Anexo A — Fst entre todas as racas
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Anexo B — Andlise structure de oito racas brasileiras (grupo 1). Foram assumidas 8

subpopulagdes. Os individuos sdo representados em grupos raciais, que sao separadas
por linhas pretas verticais. Entende-se OB por raca Bergaméacia; OCL/Crioula Lanada;
OPT/Pantaneira; ORL/Rabo Largo; OS/Somalis; OBN/Barriga Negra; OMN/Morada
Nova; OSl/Santa Inés.
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Anexo C — Andlise structure de quinze ragas lanadas (grupo Il). Foram assumidas 15 subpopulacdes.
Os individuos sdo representados em grupos raciais, que sdo separadas por linhas pretas verticais. Entende-
se por APM raca Australian Poll Merino; CHU/Churra; COM/Comisana; GCN/Gulf Coast Native;
MER/Australian Merino; OB/Bergamacia; OC/Corriedale; OCL/Crioula Lanada; OH/Hampsire;
OJA/Ojala; OPD/Pool Dorset; OPT/Pantaneira; OSUF/Suffolk; RAA/Rasa Aragonesa.
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Componente Todas racas Grupo | Grupo Il Grupo I11
PC1 13,2501 6,22168 3,00618 12,348
PC2 8,93959 5,65242 2,68906 8,83984
PC3 5,3916 4,93281 2,58952 5,37886
PC4 4,73631 3,68495 2,30703 4,56315
PC5 3,66858 2,25523 2,17792 3,61721
PC6 3,62902 2,12421 1,95669 3,59491
PC7 3,35121 1,83848 1,85149 2,9811
PC8 2,95275 1,45334 1,82175 2,79936
PC9 2,81775 1,38078 1,72427 2,69664
PC10 2,74117 1,32805 1,70165 2,31057
AMOVA

Entre racas 11,21% 5,61% 8,84%

Anexo D - Grau de variacdo para cada componente obtido pela analise de
componentes principais e Analise de Variancia Molecular Genética entre racas,

dentro dos grupos.



