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RESUMO
As racas ovinas brasileiras, oriundas principalmente de animais trazidos ao pais pelos colonizadores
portugueses e espanhois a partir do descobrimento, foram submetidas a sele¢do natural em funcéo
dos ambientes e condicBes edafoclimaticas diversas possibilitando a formacao de racas atualmente
denominadas crioulas, localmente adaptadas, nativas ou naturalizadas. O objetivo do presente
estudo foi determinar a diversidade genética do grupamento Pantaneiro, sua relagdo genética com as
demais racas criadas no Estado do Mato Grosso do Sul, os padrbes de introgressdo génica e
miscigenacao entre as mesmas visando gerar informacdes Uteis para a conservacdo de animais
crioulos pantaneiros, grupamento genético de grande importancia e pouco pesquisado no Estado.
Para tal avaliacdo foram utilizados 8 locos de marcadores microssatélites em animais naturalizados
(Pantaneiros) e em outros oriundos de 6 racas criadas no Estado do Mato Grosso do Sul
(Bergamacia, Dorper, White Dorper, lle de France, Suffolk e Hampshire Down). Parametros
referentes a capacidade dos locos microssatélites servirem para discriminar individuos/populactes
de ovinos pantaneiros de diferentes regides, serem utilizados em testes de exclusdo de paternidade,
avaliacdo de diversidade genética também foram estimados. Mediante as analises dos resultados foi
possivel concluir que ovinos criolos pantaneiros podem constituir uma raca, com ampla diversidade

genética e, podendo ser utilizada como fonte de recursos genéticos para a regiao.

Palavras-chave: variabilidade genética, recurso genético, ovelha Pantaneira



ABSTRACT

The Brazilian sheep breeds, originated mainly from animals brought to the country by Spanish and
Portuguese colonists from the discovery, were subjected to natural selection depending on soil and
climatic conditions and environments allowing the formation of several breeds currently called
Creole, locally adapted, native or naturalized. The aim of this study was to determine the genetic
diversity of the grouping Pantaneiro, their genetic relationship with other breeds reared in the state
of Mato Grosso do Sul, the patterns of gene introgression and admixture between them in order to
generate useful information for conservation of animals Creoles wetland genetic grouping of great
importance and little researched in the state. For this review we used eight loci microsatellite
markers in animals naturalized (Pantaneiros) and other breeds raised from 6 in the state of Mato
Grosso do Sul (Bergamécia, Dorper, White Dorper, lle de France, Suffolk and Hampshire Down).
Parameters on the ability of microsatellite loci serve to discriminate individuals/sheep populations
from different regions of the Pantanal, be used in paternity exclusion tests, assessment of genetic
diversity were also estimated. Upon analyzing the results it was concluded that sheep criolos
wetland may constitute a race, with wide genetic diversity, and can be used as a source of genetic

resources for the region.

Key-words: genetic variability, genetic resource sheep breeds, pantanal sheep
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Resumo
Os ovinos naturalizados no Brasil sdo originarios de diversas racas trazidas pelos colonizadores
portugueses e espanhdis que, com o passar dos anos, sofreram evolugdo e adaptacdes as variagcoes
climaticas e adquiriram tolerdncia ou resisténcia a doencas, caracteristicas adaptativas de
fundamental importancia para a sobrevivéncia desses animais. Os marcadores moleculares sdo
amplamente utilizados nos estudos de variabilidade genética nas mais direntes espécies, de modo
que marcadores moleculares como AFLP, RFLP, microssatélite, mtDNA, SNP e dentre outros, tém
auxiliado na caracterizacdo da diversidade genética, definicdo de estruturas populacionais e
investigacao da historia natural, comportamento e evolucdo das diversas ragas ovinas. Dentro desse
contexto, apresentamos uma reviséo sobre a utilizagdo desses marcadores moleculares nos estudos
que abordam os aspectos ecoldgicos e conservacionistas das ragas ovinas naturalizadas brasileiras.
Palavras-chave: genética de conservacao, marcadores moleculares, ovinos.
1- INTRODUCAO

As racas ovinas brasileiras sdo oriundas de animais que foram trazidos ao pais
principalmente a partir do descobrimento pelos colonizadores portugueses e espanhois. No decorrer
dos anos, estas racas foram submetidas a selecdo natural em funcdo dos diferentes ambientes e
condi¢Bes edafoclimaticas, ragas atualmente conhecidas como crioulas, locais, nativas ou
naturalizadas (Mariante et al., 1999). Dados do ultimo censo agropecuario realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010) mostraram que 0 rebanho ovino brasileiro é
constituido por mais de 17 milhes de cabecas, presentes principalmente nos regibes Sul e
Nordeste.

A ovinocultura de corte constitui boa opcao de criacdo aos pecuaristas em fungédo dos altos
precos alcancados, como também pelo crescente aumento na demanda da carne ovina, mais
especificamente pela carne de cordeiro (Aro et al., 2007). As ragas ovinas naturalizadas se destacam

pelas caracteristicas de rusticidade e capacidade de adaptacdo a regides de clima tropical e



subtropical, o que garante que essas racas possuam atributos importantes para considera-las

detentoras de recursos genéticos para uso futuro.

As racas naturalizadas brasileiras sdo, em geral, formadas por animais de pequeno porte e

que foram, até 0 momento, submetidos a baixas taxas de selecdo artificial e melhoramento genético,

sendo pouco especializadas na producao intensiva de leite e/ou carne (Paiva, 2005a). Na tabela 1

estdo descritas informacgdes gerais sobre as ragas naturalizadas que mais se destacam no pais.

Tabela 1. Origem, local de ocorréncia e caracteristicas gerais das ragas de ovinos naturalizados no Brasil.

Racas
9_ Origem Local de Ocorréncia Caracteristicas Referéncia
Naturalizadas
Cruzamento entre ragas
locais e importadas tais . Possui a cara e as extremidades
o Rio Grande do Sul; o o .
) como: Hispanica Lacha, ) descobertas. A regido com |4 varia do Mariante et
Crioula Também encontrado o .
Romney Marsh e » branco ao preto, tamanho médio; aptidao al., 2003;
Lanada ) pela América do Sul 3 L
Corriedale, bem como . para producdo de 13; resistente a ARCO, 2011
. . (do Peru ao Uruguai) .
rebanhos introduzidos por endoparasitas.
colonizadores portugueses
Cruzamento das ragas S&o deslanados, com pélos curtos e de
Bergamécia, Morada grande porte. Sua carne € de excelente Mariante et
Santa Inés Nova e crioulos do Nordeste brasileiro qualidade e baixo teor de gordura. Com al., 2003;
Nordeste (possivelmente importancia econémica em fung&o do seu Paiva, 2005a
originarios da Africa) porte e adaptacdo ao ambiente.
S&o deslanados, mochos, pelagem Oklahoma
Cruzamentos entre raga vermelha, branca ou creme, com ou sem State
Morada Nova africana e portuguesa Nordeste brincos. Destinados a producéo de carne e University,
Bordaleiro pele de alta qualidade. Fonte de proteina as 2007;
populagdes dessas localidades. ARCO,2011
L . Regido Nordeste 3 ,
. Originéria da Italia, ] S&o de grande porte, lanados e brancos. E
Bergamacia ] ] (Bahia) e um pouco o . .
o possivelemente vinda do . rustico e de multipla utilidade para ARCO, 2011
Brasileira . na regido Centro- B o
Sudéo . producdo de carne, 13 e leite
Oeste do pais.
. Somalia e Etiopia, com ) ) B
Somalis . Nordeste (Cearé e Prolifera, garupa gorda e com alguma I& no
o ancestral remoto ovino . L ARCO, 2011
Brasileira Urial Rio Grande do Norte) corpo, com aptidao para carne e pele
rial.
. N Porte médio com corpo longo e profundo,
Damara Noroeste da Namibia e Nordeste, regides o .
. com aptidao para carne e pele (variando de | ARCO, 2011,
(Rabo Largo) Sul da Angola.* aridas L
vermelha, branca e suas combinages)
. . Alguns locais no . i} . Oklahoma
Origem africana, com i E altamente prolifera (maior do mundo),
) o Nordestee um nicleo . ) . State
Barriga Preta influéncia de ragas B eficéncia reprodutiva, sdo animais o
3 de conservagdo em University,
europeéias ) deslanados,
Roraima 2007

* A hipétese que Rabo Largo seja derivada da Damara néo foi confirmada por microssatélites (Paiva, 2005a).




A partir do século XX, em razdo de cruzamentos indiscriminados com animais de racas
exdticas, importadas principalmente da Africa e Europa, foi colocada em risco a existéncia e a
preservacao das racas naturalizadas que hoje sdo importante patriménio genético (Morais, 2001).
Deve-se ressaltar que esses animais apresentam caracteristicas que podem ser consideradas Uteis
tanto do ponto de vista produtivo quanto adaptativo, tais como: tolerancia ou resisténcia a doencas e
parasitas e amplas variagdes adaptativas relacionadas a disponibilidade e qualidade de alimento e
agua. Assim sendo, os animais melhor adaptados e/ou mais resistentes sobreviveram e se
reproduziram até os dias atuais. Desse modo, as racas naturalizadas constituem resultado da
competéncia do processo de selecdo natural ao longo de anos.

Pesquisas visando a conservacao e o melhoramento genético das racas naturalizadas sdo de
grande importancia para a selecdo dos animais, com a finalidade de controlar cruzamentos, evitando
endogamia e cruzamentos indiscriminados para que, dessa forma, as racas puras sejam conservadas.
Nesse sentido, é necessario buscar um sistema de producdo que torne mais evidente suas
pontecialidade, para que as mesmas sejam reconhecidas pelos criadores e que estes percebam a
possibilidade da utilizac&o das racas locais para obter maior retorno financeiro (Notter, 1999).

Estudos relacionados ao conhecimento de caracteristicas adaptativas das diferentes racas
ao ambiente sdo de fundamental importancia a fim de suportar os sistemas de producdo na pecuaria
baseado nas ragas adaptadas, reduzindo o impacto sobre o ambiente e obtendo melhores produtos
para 0 consumo.

Nos ultimos anos, com a evolugdo tecnoldgica, novas ferramentas moleculares foram
desenvolvidas e ajudam a compreender a origem e o processo de domesticacdo das espécies
domeésticas. Essas ferramentas tém, portanto, auxiliado na compreensdo das relacfes evolutivas,
taxonomia e demografia de uma ampla diversidade de espécies, fornecendo subsidios importantes
tanto na identificacdo de areas prioritarias para programas de preservacdo, quanto no entendimento
da diversidade genética em espécies domésticas e silvestres ameacadas de extin¢do (Grisolia and
Rosa and Paiva, 2009).

Recentemente, os marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) trouxeram
novas perspectivas para estudos gendmicos e em particular, para a investigacdo de diversidade do
genoma dentro e entre individuos e populacfes, da estrutura populacional, na busca pelos genes
causadores de doencas e na identificacdo de assinaturas deixadas pela selecdo (Pariset et al., 2012).

Dessa maneira, essa revisao tem for finalidade discorrer sobre a evolugdo do uso dos
marcadores moleculares nos estudos de diversidade genética e relacdes evolutivas da espécie ovina,

com o devido enfoque para as ragas naturalizadas no Brasil.



2- MARCADORES MOLECULARES NUCLEARES

Os marcadores moleculares podem ser considerados qualquer fenétipo molecular oriundo
de um segmento especifico de DNA correspondente a regides expressas ou ndo do genoma (Ferreira
and Grattaplaglia, 1996). Inicialmente foram desenvolvidos marcadores isoenzimaticos, que sao
produtos diretos da expressdo génica (Oliveira et al., 2002) e, posteriormente, vieram os marcadores
que utilizam técnicas moleculares que permitem a amplificacdo de DNA a partir de PCR (Reagéo
em Cadeia da Polimerase).

A partir de pesquisas relacionadas aos padrGes de variancia genética dentro de uma
populacdo para determinados locos de marcadores € possivel minimizar o impacto gerado pelos
mais diversos cruzamentos entre 0s animais naturalizados, garantindo a conservacao da diversidade
genética. Esses estudos permitem gerar informacdes relativas a perda de variabilidade genética,
intra-populacdo, como consequéncia da reducdo do tamanho efetivo da populacdo, conduzindo ao
aumento da consanguinidade e da deriva genética (Kantanen et al., 1999).

A utilizacdo de marcadores moleculares nucleares proporciona o aumento da eficiéncia de
um programa de melhoramento genético, por meio da selecdo evitando os cruzamentos de mesma
geracdo (Melo et al., 2008). Atualmente, os marcadores polimdrficos mais utilizados para a analise
de diversidade genética sdo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), PCR/RFLP
(Restriction Fragment Length Polimorphism-Polimerase Chain Reaction), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), Microssatelites ou STR (Simple Sequence Repeats), SRY (sex-
determining region Y) e SNP.

A técnica de AFLP estd baseada na amplificacdo por PCR de um subconjunto de
fragmentos que foram obtidos a partir da digestdo do DNA gendmico por enzimas de restricdo do
tipo 11, que clivam o DNA em sitios especificos (Lopes et al., 2002). A utilizacdo desse tipo de
marcador foi eficiente nos estudos de diversidade genética em ovinos, tais como o de Xiao et al.
(2009) que realizou anélise desse marcador em seis racas de ovinos em Xinjian na China.

A RFLP-PCR é um marcador no qual a deteccdo de padrGes de polimorfismo entre
individuos é baseada na diferenca de tamanho dos fragmentos de restricdo gerados por digestdo de
endonuclease a partir de uma regido amplificada. A analise de marcadores moleculares por PCR-
RFLP em espécies filogeneticamente proximas tem sido usada para elucidar classificactes
taxonémicas ambiguas. Paiva et al. (2005a) utilizando este marcador em parte do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase | (COI) (fragmento de 1052 pares de bases) demonstraram que as principais
racas de ovinos naturalizados do Brasil foram classificadas de origem européia, tais como Santa
Inés e Bergamacia, porém algumas outras ragas naturalizadas, como a Somalis e Morada Nova

demonstraram ter origem africana.



Estudos com RAPD ¢ baseado na reacdo de cadeia de polimerase utilizando primers
homdlogos a sitios alvos no genoma. Este marcador auxilia no conhecimento dos padrfes de
variacdo genética, permitindo a elaboracdo de medidas para conservacdo de espécies ameagadas ou
em perigo de extingdo. Em meio as vantagens na utilizacdo deste marcador, algumas desvantagens
podem ser encontradas como baixa reprodutibilidade (Costa et al., 2008) a formacdo de
heteroduplex € caracteristica de dominéncia (Binneck et al., 2002). Contudo, alguns estudos
demonstraram eficiéncia na utilizagdo desta técnica para estudos de diversidade genética em ragas
ovinas paquistanesas (Qasim et al., 2011), indianas (Kumar et al., 2003) e turcas (Elmaci, 2007).

Outro marcador amplamente utilizado para estudos de caracterizacdo de variabilidade
genética, identificacdo individual, testes de paternidade, construgdo de mapas genéticos, estudos de
genética de populacgdes é o STS (Sequence Tagged Sites), Microssatélite ou SSR. Os microssatélites
possuem alta taxa de mutacdo, abundancia e distribuicdo através do genoma, neutralidade,
codominancia e facil automatizacdo dos procedimentos analiticos que permitem a estimacdo de
diversidade genética entre e dentro de ragas (Ligdaa et al., 2009). Possuem boa reprodutibilidade e
alto grau de polimorfismo (Cafion et al., 2000) e, s&o amplamente utilizados para a caracterizacéo
de diversidade genética de racas de ovinos (Ramey Il et al., 2000; Arranz et al., 2001).

Marcadores Moleculares de SRY sdo extremamente sensiveis para estudo ligados a
heranca paterna, para a deteccdo da histdria genética, dos processos de domesticacdo de racas, das
relagOes populacionais e do fluxo génico no sexo masculino. Portanto, a utilizagdo de marcadores
aliados ao cromossomo Y pode-se ter uma possivel visdo especifica do fluxo génico masculino. O
nimero de estudos realizados em ovelhas utilizando cromossomo Y tem sido limitado quando
comparado a outras espécies animais como bovinos (Hanotte et al., 2000; Pérez-Pardal et al., 2009)
e caprinos (Pidancier et al., 2006; Sechi et al., 2009). Em ovinos, apenas um locus de microssatélite
(SRYM18) e oito SNP, localizado na regido 5' do promotor do gene sexo-determinante (SRY),
foram identificados (Meadows et al., 2006; Meadows and Kijas, 2009).

Os marcadores SNP tem como base as altera¢cGes mais elementares da molécula de DNA,
ou seja, mutacdes em bases unicas da cadeia de bases nitrogenadas (adenina, citosina, timina e
guanina). Os SNPs sdo bi-alélicos, ou seja, geralmente sdo encontrados apenas duas variantes em
uma espécie (por exemplo, um alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C). Os
SNPs sdo extremamente abundantes no genoma de espécies ndo-endogamicas e podem ocorrer em
regibes codificadoras ou com funcdo regulatdria, porém, na maior parte das vezes sé@o encontrados
em espacos intergénicos, sem funcdo determinada. Até recentemente o método padrdo de
prospeccao de marcadores SNP era baseado no método de sequenciamento Sanger (Caetano, 2009).

Atualmente, as tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo (Roche 454 - Margulies et al.,



2005; Solexa-Illumina — Bennett 2004 and ABI Solid -Valouev et al., 2008) s&o capazes de produzir

vastos conjuntos de dados, na ordem de milhGes de bases sequenciadas.

2.1 MICROSSATELITES

Os microssatélites sdo os marcadores mais utilizados atualmente para estudo de diversidade
genética e a estrutura de populacBes dos animais domésticos (Baumung et al., 2004). A abundancia
deste marcador ao longo do genoma, o seu alto grau de polimorfismo e a codominancia, séo as
principais caracteristicas que tornam-o importante ferramenta para analise genémica.

Por meio da avaliacdo de oito locos de microssatélites em cinco racas de ovinos nao
aparentados (Romney, Border Leicester, Suffolk, Awassi, Autradlia e Nova Zelandia Merino),
Buchanan et al. (1994) encontraram diferencas altamente significativas nas frequéncias alélicas
entre os individuos, indicando que a genotipagem por meio de microssatélites pode ser ferramenta
atil para examinar as relacbes evolutivas entre as racas. Estudos utilizando marcadores
microssatélites para caracterizacdo genotipica e avaliagdes da diversidade genética de ovinos foram
também descritos por Arranz (1998) em racgas espanholas e também por Stahlberger-Saitbekova
(2001) que determinou a relacdo genética entre racas suicas. Nesses estudos os microssatélites
eficientes e para a avaliacdo de diversidade genética e demonstracdo da distancia genética entre 0s
animais envolvidos.

Diversos trabalhos demonstraram a utilizacdo de marcadores microssatélites em estudos de
diversidade genética de animais nativos do Brasil. Menezes et al. (2006) utilizou 27 marcadores
microssatélites para analisar a variabilidade genética de racas caprinas nativas do Brasil, o resultado
demonstrou que todos os microssatélites foram polimoérficos e apresentaram alta capacidade para
caracterizacdo genética destas ragas. Paiva et al. (2005a) utilizou marcadores microssatélites para 18
locos em estudos da diversidade genética de ovinos naturaliza os e exéticos no Brasil (Santa Inés,
Bergamacia, Rabo Largo, Morada Nova e Somalis) os resultados obtidos mostraram a eficiéncia
destes marcadores na caracterizacdo destas ragas, pois todas as ragas diferiram significativamente,
embora tenham apresentado baixa variabilidade genética.

Almeida (2007) determinou a variabilidade de 20 microssatélites em 14 racas portuguesas
de ovinos para 717 animais. A andlise desses resultados permitiu avaliar o grau de estruturacdo da
populacdo portuguesa de ovinos e estimar parametros de diversidade genética em cada uma das
racas.

Dessa maneira, 0s microssatélites tém se demonstrado o marcador de exceléncia tanto para
caracterizacdo de novas ragas naturalizadas (Paiva et al., 2003), como também para estudos de

variabilidade geneética de populacGes (Paiva et al., 2005b; El Nahas et al., 2008).



A tabela abaixo contém os dados referentes aos marcadores microssatelites recomendados

pela FAO (2011) para estudos de paternidade, variacao e diversidade genética em ovinos.

Tabela 2. Marcadores de microssatélites recomendados pela ISAG-FAO (2011) indicando o locus,
cromossémico, sequencias de primers, temperatura de anelamento, nimero de acesso no GeneBank e
tamanhos de alelos em pares de bases.

Temp. de Numerode Tamanho
Locus Cromossomo Primer sequence (5° -> 37) Anelamento acesso no dos alelos
Forward and Reverse
(°C) Genebank (bp)
OarFCB128 OAR2 ATTAAAGCATCTTCTCTTTATTTCCTCGC 55 L01532 96-130
CAGCTGAGCAACTAAGACATACATGCG
OarCP34 OAR 3 GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG 50 U15699 112-130
GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC
OarCP38 OAR 10 CAACTTTGGTGCATATTCAAGGTTGC 52 U15700 117-129
GCAGTCGCAGCAGGCTGAAGAGG
OarHH47 OAR 18 TTTATTGACAAACTCTCTTCCTAACTCCACC 58 12557 130-152
GTAGTTATTTAAAAAAATATCATACCTCTTAAGG
OarVH72 OAR 25 GGCCTCTCAAGGGGCAAGAGCAGG 57 L12548 121-145
CTCTAGAGGATCTGGAATGCAAAGCTC
OarAE129 OAR5 AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG 54 L11051 133-159
GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC
BM1329 OAR 6 TTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC 50 G18422 160-182
AACACCGCAGCTTCATCC
BM8125 OAR 17 CTCTATCTGTGGAAAAGGTGGG 50 G18475 110-130
GGGGGTTAGACTTCAACATACG
HUJ616 OAR 13 TTCAAACTACACATTGACAGGG 54 M88250 114-160
GGACCTTTGGCAATGGAAGG
DYMS1 OAR 20 AACAACATCAAACAGTAAGAG 59 159-211
CATAGTAACAGATCTTCCTACA
SRCRSP9 CHI12 AGAGGATCTGGAAATGGAATC 55 L22201 99-135
GCACTCTTTTCAGCCCTAATG
OarCB226 OAR 2 CTATATGTTGCCTTTCCCTTCCTGC 60 L.20006 119-153
GTGAGTCCCATAGAGCATAAGCTC
ILSTS5 OAR7 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 55 L.23481 174-218
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC
ILSTS11 OAR 9 GCTTGCTACATGGAAAGTGC 55 123485 256-294
CTAAAATGCAGAGCCCTACC
ILSTS28 OAR 3 TCCAGATTTTGTACCAGACC 53 L37211 105-177
GTCATGTCATACCTTTGAGC
SRCRSP5 OAR 18 GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 56 L22197 126-158
GTTTCTTTGAAATGAAGCTAAAGCAATGC
MAF214 OAR 16 GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG 58 M88160 174-282
AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG
SRCRSP1 CHI13 TGCAAGAAGTTTTTCCAGAGC 54 122192 116-148
ACCCTGGTTTCACAAAAGG
MAF33 OAR 9 GATCTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC 60 M77200 121-141
GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG
MCM140 OAR 6 GTTCGTACTTCTGGGTACTGGTCTC 60 138979 167-193
GTCCATGGATTTGCAGAGTCAG
OarFCB20 OAR 2 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG 56 20004 95-120
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC
OarFCB193 OAR 11 TTCATCTCAGACTGGGATTCAGAAAGGC 54 L01533 96-136
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GCTTGGAAATAACCCTCCTGCATCCC

OarFCB304 OAR 19 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG 56 L01535 150-188
CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG
OarJMP29 OAR 24 GTATACACGTGGACACCGCTTTGTAC 56 u30893 96-150
GAAGTGGCAAGATTCAGAGGGGAAG
OarJMP58 OAR 26 GAAGTCATTGAGGGGTCGCTAACC 58 U35058 145-169
CTTCATGTTCACAGGACTTTCTCTG
MAF65 OAR 15 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 60 M67437 123-127
CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG
MAF70 OAR 4 CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 60 M77199 124-166
GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC
MAF209 OAR 17 GATCACAAAAAGTTGGATACAACCGTGG 63
TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG
BM1824 OAR 1 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 58
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
INRA063 OAR 14 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 58

AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

2.2- Marcadores de DNA Mitocondrial

As mitocondrias, organelas citoplasmaticas, contém DNA préprio que, durante 0 processo
de divisdo, possuem capacidade de replicacdo. A unica maneira dos descendentes adquirirem
mitocéndrias € por meio do 6vulo fornecido por sua mée, ou seja, 0s marcadores moleculares
baseados em DNA mitocondrial s&éo maternalmente herdados, diferente da heranca bi-parental que
ocorre com marcadores moleculares nucleares (Olson et al., 2009). As caracteristicas genéticas e
estruturais extremamente peculiares e Unicas dos marcadores mitocondriais permitiram que muitos
pesquisadores os utilizassem.

Para a realizacdo de estudos de origem evolutiva, dinamica populacional e domesticacdo em
animais, o sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA) é uma ferramenta amplamente
utilizada, uma vez que apresenta elevada taxa de mutacdo, falta de recombinacdo e € herdado
maternalmente, permitindo assim o estudo da divergéncia entre as populacdes selvagens e
domeésticas em pequena escala de tempo de domesticacdo (Bruford et al., 2003; Toro et al., 2009).
O mtDNA foi utilizado para estudar a origem de bovinos (Loftus et al., 1994), equinos (Vila et al.,
2001), suinos (Giuffra et al., 2000; Larson et al., 2005), caprinos (Joshi et al., 2004; Sardina et al.,
2006) e ovinos (Wood and Phua, 1996; Hiendleder et al., 1998; Guo et al., 2005; Pedrosa et al.,
2005; Pereira et al., 2006; Tapio et al., 2006; Meadows et al., 2006).

Estudo realizados por Bruford et al. (2003) indicam que a linhagem majoritaria de mtDNA
dos ovinos descende de uma provavel domesticagdo inicial na regido “Crescente Fértil”, que
compreende atualmente Israel, Cisjordania e Libano, bem como, partes da Jordania, Siria, Iraque,
Egito, sudeste da Turquia e sudoeste do Ird. De acordo com Olson et al. (2009), a heranga materna é

altamente conservada em muitos dos genes localizados no genoma mitocondrial, estes marcadores
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podem ser usados para resolver as relacdes que mensuram periodos de tempo muito longos e séo
relevantes quando se considera questdes de filogenética e importancia taxonémica.

Em ovinos, os cruzamentos indiscriminados entre as mais diversas ragas, dificulta a
caracterizacdo das mesmas por marcadores moleculares nucleares e, dessa forma, a utilizagdo de
marcadores mitocondriais possibilitou que problemas relacionados a origem de muitas racas
naturalizadas de ocorréncia mundial pudessem ser solucionados.

Em um estudo de diversidade genética realizado por Meadows et al. (2005) utilizando 17
racas ovinas de origem européia e asiatica, foram encontrados 57 haplo6tipos unicos dentro dos 121
animais sequenciados. Através da distribuicdo dos haplétipos pode-se verificar que a maioria dos
animais estavam confinados a uma Unica raca (51 de 57), enquanto seis haplétipos estavam
presentes em multiplas ragas. As distribuicdes destas diferengas mostraram a presenca de dois picos
distintos, o que indica a presenca de grupos divergentes de haplotipos. Os haplotipos formaram um
grande grupo que contém um tipo linhagem ovina B maior de origem europeia e 0s haplotipos
restantes formam um grupo separado provavelmente correspondem a uma linhagem A de origem
Asidtica.

No Brasil, Paiva et al. (2005a), examinando seis racas de ovinos naturalizadas constataram a
presenca massiva de haplogrupo Europeu, com excec¢do de dois animais da raca Dorper (de origem
Africana), que apresentaram mtDNA referente ao haplogrupo Asiatico. Esses resultados confirmam
a hipotese de origem dos ovinos brasileiros procederem do continente Europeu.

Estudo realizado por Gongalves et al. (2010) no Sul do Brasil (Santa Catarina e Rio Grande
do Sul) utilizando sequenciamento mitocondrial do gene ND5 (NADH dehidrogenase de
subunidade 5) em 225 individuos de duas variedades de ovelhas crioulas (Fronteira e Serrana)
indicou diferencas genéticas significativas entre as mesmas. A filogenia Bayesiana com base em 18
hapldtipos de ND5 indicou a existéncia das seguintes estruturas geograficas: haplétipos Fronteira,
foram agrupados em um clado monofilético, e Serrana que mostrou dois aglomerados parafiléticos.
Os estudos referentes a esses grupos de ovelhas indicou a possibilidade de ocorréncia de isolamento
geografico, associado com diferencas na forma que rebanhos estavam alocados, que pode ter
provocado a reducdo do fluxo de genes. Esse fato pode reforgar a idéia de serem duas linhagens
evolutivas.

No Nordeste do Brasil, pesquisa realizada por Paiva et al. (2011) a partir de analises
moleculares e de pedigree para conservacdo da raca Somali, utilizado microssatélites e 404 pares de
bases a partir da regido de controle do mtDNA, pdde-se observar média de 5,32 alelos para
diversidade do rebanho total com heterozigosidade esperada de 0,5896, heterozigosidade observada
de 0,6451 para os locos microssatelites. Dezesseis haplotipos de mtDNA foram identificados e por

meio da andlise da rede foi possivel observar relacdo entre todos os haplotipos identificados. A
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variabilidade genética mitocondrial desta populacdo mostrou a formacdo de pelo menos dois
grandes grupos de hapl6tipos, uma por H6, H13, H15, H16 e outra com os 12 demais. Do ponto de
vista da variabilidade genética, a manutencdo de muitos hapl6tipos semelhantes na conservacao
genética do rebanho nédo é desejavel e, desse modo, é preferivel manter popula¢ées com individuos

que possuam haplotipos distintos.
2.3 SNP

A utilizacdo de marcadores SNPs em estudos de associacdo e mapeamento genético, assim
como em ensaios diagnosticos para confirmacdo de paternidade, identificacdo individual
(rastreabilidade), deteccdo de doencas genéticas e/ou polimorfismos associados a caracteristicas de
producdo esteve por muito tempo limitada as restri¢cfes tecnolégicas. No entanto, no decorrer da
ultima década ocorreram avangos de grande magnitude no sequenciamento do genoma dos
mamiferos e no desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica, os quais possibilitaram
otimizacdo na identificacdo de SNPs.

Ha pouco tempo atrds o método padrdo de prospeccdo de marcadores SNP era baseado no
método de sequenciamento Sanger. Atualmente, existem painéis de alta densidade de SNPs, cujo
objetivo € a ampla cobertura do genoma com esses marcadores, pois existe alta probabilidade de
que muitos desses SNPs estejam proximos a genes de interesse e, dessa forma, possam explicar
parte da variacdo genética presente em uma populacao.

A partir de 23 racas domésticas e duas selvagens, Kijas et al. (2009) desenvolveram um
painel de 1.536 SNPs para analisar o genoma nuclear ovino, o qual gerou clusters para grandes
grupos com base na origem geografica dos animais e os marcadores puderam identificar com
sucesso subestrutura de populacao dentro das racas individuais.

A Unica plataforma de genotipagem de alta densidade disponivel para a espécie pertence, até
o momento, a lllumina (San Diego, CA). O Ovine SNP50 BeadChip foi desenvolvido em
colaboracdo com o Consorcio Internacional de Gendmica Ovina e contém mais de 54.000 SNPs,
fornecendo uma cobertura uniforme do genoma. Este chip foi validado em 75 racas ovinas de
importancia econdomica, incluindo as ragas Santa Inés, Morada Nova e Crioula Lanada. As
aplicagdes de um painel de alta densidade de marcadores incluem além de estudos de associacao e
selecdo genbmica, a melhor determinagcdo de paternidade e atribuicdo de pedigree, assim como
analises mais precisas de diversidade e composigdo de ragas (lllumina, 2012).

Em um estudo de associacdo de todo o genoma (GWAS) na raca Wild Soay (Ovis aries),
Jhonston et al. (2011) relataram que por meio da genotipagem de 486 ovelhas (Ovine SNP50
BeadChip), foi possivel identificar com ~36.000 SNPs um gene autossémico e candidato principal

para chifres (RXFP2, Relaxin-like receptor 2). Evidenciaram também que SNPs adicionais no gene
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e proximos a este suportam um novo modelo de heranca para chifres na raca. Assim, o SNP50
Ovino Bead-Chip poderia ser utilizado para verificar se 0 mesmo grupo de genes explica 0S
polimorfismos para chifres em diferentes ragas e espécies.

Kijas et al. (2012) desenvolveram um estudo com o objetivo principal de montar um painel
mundial da diversidade das ragas ovinas. Assim, por meio de painel de alta densidade (~49.034
SNP) genotiparam 2.819 animais provenientes de 74 ragas ovinas oriundas da Asia, Africa,
Sudoeste da Asia (Oriente Médio), Caribe, América do Norte, América do Sul (Santa Inés e Morada
Nova), Europa e Australia. Dentre os resultados relatados, eles puderam demonstrar que racas
ovinas mantiveram altos niveis de diversidade genética, em contraste com outros animais
domésticos como os cées, por exemplo. Também identificaram regides particulares do genoma que
podem conter forte evidéncia de acelerada mudanca em resposta a selecéo artificial.

Compreender a estrutura genética é essencial para alcancar o melhoramento genético por
meio de estudos de associacdo gendmica, da selecdo genémica e da dissecacdo das caracteristicas
quantitativas (Kijas et al., 2009). Dessa forma, a informacao proveniente de painéis densos de SNPs
pode auxiliar na compreensao da estrutura genética e da evolucao recente das espécies.

Paiva et al. (2012) realizaram um estudo utilizando 17 marcadores com 467 amostras de seis
diferentes racgas (crioulo n = 300 Bergamacia n = 24; Corridale n = 28; Pantaneira n = 50; Rabo
Largo n = 20; Santa Inés n = 45) que foram testadas para validar a técnica, apenas dois SNPs ndo
produziram resultados consistentes e foram excluidos. Os demais marcadores foram usados para
realizar o teste de alocacdo usando a estrutura de cinco repeti¢cbes tendo um total de 250k
permutacdes cada. Os resultados indicaram que o painel criado é eficiente em distinguir as racas,
com excecdo a Pantaneira e as crioulas, que foram agrupadas em um Unico grupo, sugerindo que
estes dois grupos sdo altamente relacionados e provavelmente devem estar classificados em dois
ecotipos da mesma raca, mostrando que mesmo sendo um painel reduzido é uma ferramenta (til

para a certificacdo de racas em animais vivos e de produtos derivados.
3- PERSPECTIVAS FUTURAS / CONCLUSAO

A analise dos padrGes de variacdo genetica molecular constitui tecnologia de grande
importancia para reconstrucdo da histéria evolutiva, na estimativa da diversidade geneética e
estruturagdo das populagdes de animais e na perspectiva de conservagdo. Além disso, permite a
definicdo das unidades taxondmicas quando se trata de tomar decisdes sobre quais as populacdes
conservar e auxilia na escolha dos progenitores para reproducdo, com o objetivo de minimizar a
perda de variabilidade genética. A utilizacdo de marcadores moleculares microssatélites e
mitocondriais proporcionam vantagens para estudos relacionados a genética de conservacdo. No

entanto, os marcadores SNP estdo tornando os marcadores de elei¢cdo nos estudos genéticos, devido
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a sua abundancia gen6mica a reducdo dos custos de genotipagem em grande escala, A
concretizacdo dos projetos de sequenciamento do genoma dos animais domésticos permitira avaliar
de forma mais objetiva os recursos genéticos dos animais domesticos. A variabilidade de genes
responsaveis por caracteristicas produtivas e de resisténcia a doencas sera, obviamente, o alvo

preferencial como forma de valorizar racas para manutencao de ragas crioulas.
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OBJETIVOS

Gerais

» Fornecer subsidios para caracterizacdo da variabilidade genética das racas ovinas produzidas

no Estado do Mato Grosso do Sul:

» Contribuir com informagGes genéticas para o reconhecimento do grupamento genético

pantaneiro sul-mato-grossense como raca ovina junto a associacdo nacional de criadores.

Especificos

» Determinar a frequéncia alélica de oito locos microssatélites em sete ragas ovinas criadas no

MS e no grupamento Pantaneiro;
» Analisar a estrutura populacional do grupamento Pantaneiro;
» Verificar o grau de miscigenacdo e introgressao alélica entre as racas estudadas;

» Verificar a capacidade de discriminacdo de oito locos microssatélites para diferenciacdo de

populacdes Pantaneiras.
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Resumo

Ovinos provenientes do grupamento genético Pantaneiro e de outras sete racgas criadas no Estado do
Mato Grosso do Sul foram genotipadas utilizando oito locos microssatélites. Objetivou-se neste
estudo determinar a variabilidade genética, a relacéo filogenética, os padrbes de introgressdo génica
e a miscigenacdo entre os animais pesquisados para fornecer informacgdes referentes a estrutura
genética dos ovinos localmente adaptados sul-mato-grossenses. Um total de 225 animais foi
utilizado para as andlises genéticas. O grupamento genético Pantaneiro foi o que apresentou o maior
nimero medio de alelos/locos (9,25) e maior riqueza alélica (6,95) enquanto que a populacéo
Dorper apresentou 0s menores valores para 0s pardmetros acima, sendo 4,88 e 3,86
respectivamente. As analises dos valores de distancia genética e de estrutura genética entre as
populacGes possibilitaram gerar subsidios para caracterizagdo desses animais como um grupamento
genético diferente. A heterozigosidade esperada meédia variou de 0,72 (Pantaneira) a 0,55 (Dorper),
enquanto que a heterozigosidade média observada variou de 0,63 (White Dorper) a 0,54 (Dorper).
Baseado nos diversos parametros estatisticos analisados foi possivel demonstrar que a "raca"
Pantaneira quando comparada com as outras populacfes constitui um reservatério de diversidade
genética que pode conter alelos raros e Uteis para 0 melhoramento genético ressaltando assim a
importancia de sua conservagao.

Palavras-Chave: recursos genéticos, ovelha Pantaneira, variabilidade genética
1. Introducéao

A expansdo da ovinocultura no Estado do Mato Grosso do Sul vem ocorrendo, e 0
grupamento genético ovino localmente adaptado (Gomes et al., 2007) denominado Ovelha
Pantaneira (OPT), pode ser Util para incrementar a cadeia produtiva pelo uso de material genético
rustico e de alta adaptabilidade as condi¢des ambientais da regiéo.

Em 2007 deu-se inicio a um estudo exploratério realizado por pesquisadores da
Universidade Anhanguera (UNIDERP), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS), que tinha o objetivo de identificar e conservar o grupamento genético de
OPT encontrado em diferentes locais no Estado. Inicialmente os pesquisadores envolvidos

adquiriram cerca de 450 animais, incluindo matrizes e carneiros de diversos rebanhos encontrados
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no alto e baixo Pantanal Sul-mato-grossense, como Anastacio (64), Nioaque (100), Aquidauana
(139) e de propriedades da regido de Pedro Gomes (147).

O grupamento genético OPT, apresenta uma combinagdo de alelos que se aproxima das
racas lanadas do Sul e deslanadas do Nordeste. Esse fato aponta a possibilidade desses animais
constituirem um grupamento genético distinto dos demais (Gomes et al., 2007). As fémeas destes
animais possuem boa habilidade materna e estacionalidade reprodutiva nula (Martins et al., 2008).
Os cordeiros apresentam bom potencial produtivo com relacdo as caracteristicas de carcagas e
qualidade da carne, além disso, as OPTs oferecem como subproduto a 18, que é utilizada para
artesanatos regionais. Atualmente, pode-se observar que a OPT é encontrada em fazendas isoladas
na regido, vivendo ha anos sem qualquer tipo de selecdo artificial ou melhoramento genético, fato
este que possibilita concluir que esses ovinos sdo localmente adaptados a regido Sulmatogrossense
(\Vargas Junior et al., 2011).

De modo geral marcadores genético-moleculares multilocus, como os microssatélites séo
apropriados tanto para estudos de variabilidade genética quanto testes de paternidade, além de terem
ampla cobertura no genoma e fécil deteccdo. Os microssatélites sdo codominantes, altamente
polimorficos, e possuem uma heterozigosidade esperada frequentemente superior a 0,7 que permite
a discriminacéo entre os individuos relacionados (Regitano & Coutinho, 2001).

As analises moleculares podem fornecer subsidios tanto para identificacdo de &reas
prioritarias para programas de conservacdo de recursos geneticos, quanto para entendimento da
diversidade genética em espécies domésticas e silvestres ameacadas de extincdo (Rosa & Paiva,
2009). Diante do exposto, presume-se que a criacdo de programas de conservacdo utilizando
ferramentas moleculares é de fundamental importancia para gerar informacdes referentes aos
padrBes de diversidade genética dos grupos localmente adaptados, além de permitir que as mesmas
possam ser utilizadas para sistema produtivo, agregando caracteristicas de adaptacdo e rusticidade,
(Baker, 1994).

Pesquisas que avaliem a variabilidade genética sdo de grande relevancia pelo fato de gerar
informagdes que possibilitem caracterizar a OPT. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
determinar a diversidade genética, os padrdes de introgressao génica e a ocorréncia de miscigenagao
entre este grupamento genético e comparando-o com outras ragas ovinas do Estado do Mato Grosso
do Sul.

2. Materiais e métodos

2.1. Animais

Amostras de sangue de 195 animais, pertencentes a sete popula¢fes ovinas criadas no
Estado do Mato Grosso do Sul (Brasil), foram coletadas de modo aleatorio em diferentes rebanhos.
Os locais de coleta e nimero de animais amostrados estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1.
Dados referentes as populagdes, locais de coleta e nimero de animais.

Populacbes Localidade Sigla N
Bergamacia Retiro dos Leite - Jardim/MS OB 30
Ovelha Pantaneira Fazenda Experimental UFGD - Dourados/MS OP 30
Dorper Cabanha Morena - Caarap6/MS DP 30
White Dorper Cabanha Morena - Caarap6/MS DW 15
Hampshire Down Fazenda Mate Laranjeira - Ponta Pora/MS HS 30
Suffolk Cabanha LCL - Caarap6/MS SF 30

Ile de France Fazenda Chancan - Campo Grande/MS IF 30

2.2. Locos microssatélites

O DNA gendmico total foi extraido de tecido sanguineo baseado em um metodo orgénico
segundo protocolo de Sambrook et al. (1989) adaptado por Crispim et al. (2012).

Para as reacOes de PCR, foi utilizado um painel comercialmente disponivel de oito locos
microssatélites previamente utilizados por Souza et al. (2012) (CSRD247, HSC, OarAE129,
MAF214, OarFCB304, OarCP49, SPS113, D5S2). As reacOes foram realizadas em um sistema
multiplex fluorescente incluindo os oito marcadores na mesma reacdo em um volume final de 10ul,
contendo: 3,6yl de agua ultrapura, 1,5ul de 10x tampdo de PCR, 1,5yl de mix dos
oligonucleotideos iniciadores, 50mM MgCl;, 10mMdNTPs, 0,4pl de Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) e 3,0 pl de DNA (50-100ng). E, em seguida colocadas no termociclador
(Applied Biosystems).

Os ciclos de temperatura e condi¢Ges para a amplificacdo foram constituidos de um passo
inicial de desnaturagdo a 95°C por 7 minutos, 40 ciclos com desnaturacéo de 95°C por 30 segundos,
anelamento a 63°C por 90 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. Ao final dos 40 ciclos
realizou-se uma extensao final a 72°C por 30 minutos. Ao término do processo de amplificacdo, as
amostras foram resfriadas a 4°C. Foram utilizados controles negativos em todos 0s experimentos.

Apos a PCR, os produtos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética em um
equipamento MegaBACE™ 1000 DNA Analysis Systems (GE Healthcare, USA). Para tanto, foi
preparada uma solu¢cdo com TWEEN e marcador de peso molecular ET-400 (GE Healthcare). Em
cada amostra foram colocados 0,3ul do marcador ROX, 7,7ul de TWEEN 0.02X e 2ul do produto
amplificado. A placa com as amostras foi desnaturada por 3 minutos a 94°C e colocada diretamente
no gelo. A injecdo das amostras foi feita a 3 KV por 80 segundos e a corrida a 8 KV por 80
minutos. Os resultados provenientes da genotipagem para discriminacgdo dos alelos foi visualizado

no programa Fragment Profiler version 1,2° (GE Healthcare)
2.3. Analises estatisticas
A frequéncia alélica foi estimada por contagem direta e os parametros de diversidade dos

locos e desempenho forense em testes de paternidade foram estimados para todos os microssatélites
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em todas as populacbes utilizando o programa CERVUS 3.0 (Kalinowski et al., 2007). Os
parametros foram os seguintes: heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), conteudo de
informacdo polimorfica (PIC) e o equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW). Para calcular a riqueza
alélica (RA) e as estimativas das estatisticas F de Wright (Fit, Fis e Fst) foi utilizado o programa
FSTAT. O valor de P foi ajustado pelo procedimento de Bonferroni (Goudet, 2002) utilizando o
mesmo pacote estatistico. As estruturas populacionais foram avaliadas pelo método de anélise da
variancia molecular (AMOVA) implementado no programa ARLEQUIN (Schneider et al., 2000).

O dendrograma foi construido por meio da analise de agrupamento (cluster) Neighbor Net
com o programa Sliptree baseado em calculos de distancias genéticas de Reynold’s (Fst) por meio
do FSTAT.

Os individuos foram agrupados em um determinado nimero de populac@es e assinalados
probabilisticamente a grupos inferidos pela metodologia Bayesiana implementada no programa
Structure (Pritchard et al., 2000) com base na frequéncia alélica dos 8 locos microssatélites. Os
testes foram realizados pelo modelo de miscigenacdo (admixture model) onde as frequéncias
alélicas foram correlacionadas. Para escolher o numero apropriado de populac@es inferidas, foram
realizadas varias analises com k (nimero de populacGes inferidas) variando de 2 a 10 e 300.000
intera¢des (periodo “burn-in” de 3000), com trés repeticbes independentes para cada uma das
andlises. Os valores reais de K foram inferidos a partir da magnitude de AK dada em fungéo de K,
com o auxilio do programa Structure Harvester (Earl e vonHoldt et al., 2012) seguindo 0 modelo

proposto por Evanno et al. (2005).
3. Resultados

Os parametros genéticos populacionais observados a partir da genotipagem dos 195
animais das sete populacdes analisadas com os oito locos microssatélites estdo descritos na Tabela
2. O grupamento genético OPT foi 0 que apresentou nimero de alelos por locos (9,25) e riqueza
alélica (6,95) maiores quando comparado com animais das outras populacdes em estudo, enquanto
que a populacéo Dorper apresentou 0s menores valores, sendo 4,88 e 3,86 respectivamente.

Os locos microssatélites HSC, CSRD247 e OarAE129 estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) quando todas as populagdes foram analisadas em conjunto. Entretanto, quando as
analises estatisticas foram realizadas para cada populacéo, animais White Dorper ndo apresentaram
nenhum marcador em equilibrio. O grupamento genético Pantaneiro e as popula¢des Bergamacia e
Hampshire Down apresentaram maior nimero de marcadores em equilibrio. Em rela¢do a outras
populages, lle de France apresentou dois locos e a populacdo Dorper apenas 1 loco em equilibrio
(Tabela 2).
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Tabela 2.

Estimativas de variabilidade genética observadas nas sete populacfes estudadas baseadas em 8 locos
microssatélites (N — nimero de individuos; NMA - nimero médio de alelos; RA — riqueza alélica; Locos em EWH

— ndmero de locos que apresentaram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg

Populactes N NMA Heterozigosidade RA Fis Locos em
Observada Esperada EHW
Pantaneira 30 9,25+ 3,77 0,63+ 0,03 0,72 £ 0,04 6,95 0,129* 3
Bergamécia 30 5,75+1,67 0,60 + 0,03 0,63 £ 0,06 4,75 0,062 3
Dorper 30 4,88+327 0,54 + 0,03 0,55 +0,09 3,86 0,021 1
White Dorper 15 5,13+247 0,70+ 0,04 0,69 £ 0,05 5,06 0,027 0
Suffolk 30 6,00+214 0,66 + 0,03 0,65 + 0,07 5,05 0,019 2
Hampshire Down 30 7,38+297 0,68+ 0,03 0,65 + 0,05 5,88 0,045 3
Ile de France 30 525+212 0,60+ 0,03 0,66 + 0,03 4,62 0,079* 2
* p<0,05

A andlise da estrutura populacional demonstrou que existe diferenca genética entre as

populacdes de 13,72%, (Tabela 3) e que as estimativas de diferenciagcdo baseadas em Fst foram

significativas (p<0,001).

Tabela 3.
Analise de variancia Molecular (AMOVA) interpopulacional e intrapopulacional das 7
populagbes ovinas estudadas; GL -Grau de liberdade; IF - Indice de fixac&o.

Fonte de Variacéo GL Variacao(%) IF
Interpopulacional 6 13,72 _ -
Intrapopulacional 194 88,33 Fsr=0.13721

* p<0,001

A matriz de diferenciacdo genética entre as populacdes, baseada em indices de Fst, pode

ser visualizada na Tabela 4. Nela pode-se observar que os padrGes mais altos de diferenciacédo

genética foram obtidos entre as populacfes de Bergamacia e Hampshire Down (0,250) enquanto

que os menores valores foram observados para as populagdes de Suffolk e Hampshire Down

(0,069). As andlises de estimativa de diferenciacdo possibilitaram identificar que os animais do

grupamento genético OPT estdo geneticamente mais proximos de animais da populacdo Suffolk

(0,078) e também proximos das demais racas quando essas sdo comparadas as outras.

Tabela 4.

Estimativa aos pares de diferenciagcdo genética entre as populagdes ovinas estudadas (OB -
Bergamacia; DP - Dorper; DW - White Dorper; HS - Hampshire Down; IF - lle de France; OP
- Pantaneira; SF - Suffolk).

OB DP DW HS IF OP SF

OB
DP 0.18140

DW | 0.12440 0.19948

HS 0.25082 0.21992 0.16221

IF 0.17938 0.23601 0.09408 0.13918

OP 0.10757 0.10130 0.08177 0.08359 0.08823

SF 0.19916 0.24001 0.12801 0.06941 0.08389 0.07853

A analise dos dados baseados na metodologia de Neighbor-Net indicou que o grupamento

genetico OPT se posiciona de modo intermediario em relagcdo as outras populagdes estudadas. As

populacdes Suffolk e Hampshire Down se agruparam de forma distinta demonstrando sua
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proximidade genetica quando comparadas com outras populaces. A populacdo Dorper foi a que

apresentou maior distancia em relagdo as demais populagdes (Fig. 1).

DFP

ap
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oB

SF

IF

Fig. 1 - Dendrograma Neighbor-Net baseado na distancia genética de Reynold’s (Fsy) a partir de oito locos
microssatélites demonstrando a relagdo genética entre as sete populag¢fes ovinas estudadas (OP - Ovino Pantaneiro; DP
- Dorper; DW - White Dorper; OB - Bergamécia; HS - Hampshire Down; IF - lle de France e SF - Suffolk).

A Tabela 5 mostra a proporcao de cada populacdo atribuida para os cinco grupos inferidos
mais provaveis, demonstrando interacdo com a minima variancia utilizando o programa

Structure.

Tabela 5.
Numero de individuos (N) por populagdo e propor¢do de associacdo de cada populagdo em cada um dos 5 grupos
inferidos pelo programa Structure. Associagdes superiores a 0,5 estdo em negrito

Clusters Inferidos

Populagdes
1 2 3 4 5 N
Bergaméacia 0,890 0,009 0,015 0,061 0,025 30
Dorper 0,024 0,012 0,020 0,023 0,921 30
White Dorper 0,514 0,071 0,052 0,243 0,120 15
Hampshire Down 0,016 0,023 0,792 0,147 0,022 30
Ile de France 0,012 0,897 0,026 0,048 0,017 30
Pantaneiro 0,152 0,044 0,081 0,646 0,077 30
Suffolk 0,022 0,047 0,756 0,151 0,023 30

Na Tabela 5 verifica-se que os clusters inferidos de numero 1, 2 e 5 representam as
populacdes de Bergamécia, lle de France e Dorper com 89%, 89,7% e 92,1% de alocacéo correta de
seus individuos em suas respectivas populagdes. O cluster 3 representam as popula¢fes Hampshire
Down e Suffolk com uma proporcao de atribuicdo de 79,2% e 75,6%, respectivamente. O menor

valor de atribuicdo significativo (>0,5) foi encontrado na populagdo White Dorper com uma
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proporcao de atribuicdo de 51% no cluster 1. Para o grupamento Pantaneiro a maior propor¢ao de
atribuicéo significativa foi de 64,6% para o cluster 4.

A estrutura genética das populacBes estudadas foi analisada por meio de estatistica
Bayesiana utilizando o programa Structure. O agrupamento com K=5 (Fig. 2) corresponde ao K real
segundo metodologia proposta por Evano (2005), onde em todas as populacdes analisadas foram
observadas por padrdes de miscigenacdo complexos. O diagrama mostrou similaridade entre as
populagcbes Hampshire Down e Suffolk e entre a raca Bergamécia e White Dorper que em menor
proporcdo que as anteriores, parecem compartilhar um mesmo pool génico Também pode ser

observado gue existe miscigenacdo dentro do grupamento Pantaneiro.
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Fig. 2 - Agrupamento individual dos 195 individuos das sete populagdes ovinas analisadas por meio de método
estatistico Bayesiano utilizando-se o programa Structure. Cada animal foi representado por uma linha vertical dividida
em segmentos classificados de acordo com a cor e tamanho que corresponde a proporcao relativa do genoma do animal

referente populacédo inferida pelo programa. As diferentes populagdes foram separadas pelas linhas pretas.
4. Discussao

O grupamento genético Pantaneiro foi o que demonstrou maior riqueza alélica quando
comparada com as demais populacdes em estudo (Tabela 2). Considerando-se que a introdugéo de
ovinos na América do Sul tenha acontecido concomitante com o processo de colonizacdo e o
tamanho efetivo da populacdo esteja em processo de formacdo, os niveis elevados de diversidade
observados nas diferentes populacdes estudadas pode estar relacionado ao fato da pressao seletiva
aliada a miscigenacdo ter implicado na introgressdo de genes nas populagdes, Entretanto animais da
populacdo Dorper, oriundos de melhoramento genético consolidado, apresentaram menor riqueza
alélica e baixa heterozigosidade observada.

Os resultados foram consistentes com os observados por Gornas et al. (2011) e Alvarez et
al. (2012) que também realizaram estudo com diferentes ragas ovinas localmente adaptadas e
especializadas e, encontraram baixa variabilidade e heterozigosidade observada para os individuos
das racas especializadas. Estes resultados sugerem a possibilidade deste grupamento genético
Pantaneiro constituir importante reservatdrio de diversidade genética sendo possivel a sua utilizagdo

em programas de melhoramento e no manejo genético de rebanhos.
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Os oito locos microssatélites foram considerados mulialélicos para 0s animais pertencentes
do grupamento genético Pantaneiro (Tabela 2). Considerando-se 0s animais pantaneiros
genotipados, os parametros populacionais referentes a nimero médio de alelos (9,25), Ho (0,63), He
(0,72) e RA (6,95) foram consideravelmente mais elevados quando comparados com resultados das
demais populacBes estudadas e com os dados observados para outras racas ovinas localmente
adaptadas e exoticas, na Espanha (Calvo et al., 2011), na india (Arora et al., 2011), bem como ragas
italianas (Lasagna et al., 2011) e cubanas (Alvarez et al., 2012).

Tolone et al. (2012) encontraram resultados bastante similares quando analisaram 5 racas
sicilianas com 20 microssatélites e encontraram media de 10,95 alelos por locos para a ovelha
nativa Pinzirita, enquanto Baumung et al. (2006) relataram média de 15 alelos, quando 25
marcadores microssatélites foram genotipados em 11 racas austriacas. Embora as estimativas dos
numeros médios dos alelos possam variar de acordo com cada marcador a ser estudado é possivel
inferir que o método de genotipagem utilizado para obter estes resultados revelou que a populacdo
do grupamento genético Pantaneiro apresentou niveis relativamente altos de diversidade genética,
demonstrando que, estes podem ser detentores de alelos raros na populacgdo atual que poderiam vir a
ser favordveis no futuro, caso estejam relacionados com caracteristicas de resisténcia e
adaptabilidade ao meio ambiente.

A quantidade maior de locos marcadores em EHW encontrados para o grupamento
genético Pantaneiro e as populagdes Bergamacia e Hampshire Down pode ser explicada pelo fato
destes animais ndo serem oriundos de cruzamentos controlados (programas de melhoramento).
Entretanto, a populacdo White Dorper foi a Unica que ndo apresentou nenhum marcador em
equilibrio, tal fato pode ser explicado pela pequena populagdo amostrada (15 individuos) e, além
disso, ser uma populacédo consolidada por meio de cruzamentos preferenciais estabelecidos a partir
de programas de melhoramento genético. Varias pesquisas utilizando racas localmente adaptadas ou
crioulas confirmaram que as mesmas apresentam EHW superiores quando comparadas as racas
mais especializadas (McManus et al., 2010; Paiva et al., 2011a; Tolone et al., 2012).

Pode-se observar no dendrograma (Fig. 1) que as populagfes com possivel ancestralidade
comum ficaram mais préximas, tais como a Suffolk, Hampshire Down e lle de France. Este fato
pode ser explicado pelo compartilhamento de alelos comuns do mesmo ancestral de origem
europeia (Southdown) (ARCO, 2013), propiciando a similitude geneética destas e sua proximidade
indicada no grafico gerado pelo método Neighbor-Net. O grupamento genético Pantaneiro se
posicionou medianamente no grafico demonstrando que por se tratar de um animal localmente
adaptado, pode apresentar a miscigenagdo com demais populacfes analisadas, porém geneticamente

distinto.
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Os resultados da anéalise de variancia molecular (AMOVA) mostraram que a variagdo
entre as populac@es foi alta (Yeh, 2000) e significativa, apresentando indice de fixacdo (Fsr=0,13).
Baseando-se nesse critério, podemos inferir que cada uma das popula¢bes em estudo pode ser
considerada uma entidade genética independente. A partir desse dado, destaca-se que o grupamento
genetico OPT pode ser considerado diferente das demais populacdes estudas, porém apresenta grau
de miscigenacgdo com outras ragas criadas no Estado (Fig. 2 e Tabela 2).

O ndmero de populagdes inferidas pelo programa Structure e a estrutura populacional
gerada pelo mesmo no grafico visualizado na Fig. 2 confirmaram também que o grupamento
Pantaneiro é geneticamente distinto. Embora seja possivel observar certo grau de compartilhamento
de alelos com as demais populagdes inferidas e a quantidade de marcadores utilizados tenha sido
insuficiente para distinguir todas as ragas estudadas, este € o primeiro estudo de caracteriza¢do do
grupamento genético Pantaneiro, e dentro das perspectivas de credenciamento desta populacéo
como uma raga distinta, os resultados encontrados foram extremamente satisfatorios, uma vez que
condiz com o histérico das popula¢des analisadas.

Os resultados observados na matriz de diferenciacdo genética e na analise realizada pelo
Structure indicou que as populacdes Hampshire Down e Suffolk, possuem um alto grau de
similaridade (0,06). Esse fato pode ser explicado pelo proprio processo de formacéao das populacGes
determinado pela ancestralidade comum entre ambas, por apresentarem funcao similar na industria
ovina e terem uma suposta mistura racial (Blackburn et al., 2011). Estudo de meta-anélise realizado
por Paiva et al. (2011b) também confirma a associacdo destas populacGes que se agrupam em um
mesmo cluster.

De acordo com a Tabela 5, pode-se verificar que em populagdbes ou ragas mais
homogéneas geneticamente testes de alocacdo individual demostram melhor eficacia. Possivelmente
resultado melhores poderiam também ser obtidos caso o numero de marcadores fosse superior, e
sendo assim poder-se-a utilizar testes desta natureza para a formagéo ou manejo genético de nucleos
de conservacéo da populagéo de ovinos Pantaneiros.

Pesquisas como essa, que demonstram a importancia da exploracdo das potencialidades da
diversidade genética encontrada em rebanhos localmente adaptados. Genes inatos com valores
adaptativos ligados aos rigores climaticos tropicais quando comparado com ragas
criadas/melhoradas em ambientes temperados poderiam ser de elevada utilidade tendo em vista as
mudancas climaticas previstas para 0s proximos anos. As ragas exoticas, embora consideradas de
alto desempenho, apresentam uma reducdo de sua produtividade por ndo se adequarem facilmente
as condigdes de criacdo e manejo impostos no Brasil, aliado ainda aos intempéries climaticos (clima
tropical). A introgressao de genes entre estas populagdes podera gerar produtos cuja média geral de

producdo e rusticidade superem as médias dos pais.
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5. Concluséo
As sete populacBes ovinas estudadas podem ser consideradas entidades genéticas distintas.
O grupamento genético Pantaneiro apresentou variabilidade genética superior quando comparada as
demais estudadas. Esse fato indica a importancia da conservacdo do grupamento genético
Pantaneiro que pode ser detentor de alelos raros que podem ser economicamente importantes para o

melhoramento genético da espécie ovina.
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Resumo

Objetivou-se neste estudo utilizar marcadores microssatélites para avaliar a diversidade genética
dos ovinos Pantaneiros com a finalidade de auxiliar planos de conservacdo e manejo visando
aprimorar sistemas de acasalamento e taxa de endogamia. Um total de 127 animais pertencentes as
populacdes provenientes da Fazenda Experimental da UFGD (Dourados/MS) e da Embrapa
Pantanal (Corumba/MS) foram genotipados com oito locos microssatélites. A populacdo de
Pantaneiros da UFGD foi a que apresentou maior numero medio de alelos (11,13) e riqueza alélica
(8,94). O contetdo de informacdo polimorfica mostrou-se altamente informativo nos locos
estudados, obtendo-se média de 0,71. A heterozigosidade observada foi menor que a esperada para
todos os marcadores avaliados. A analise de variancia molecular apresentou 5,2% de indice de
diferenciacdo entre as populacgdes. Os resultados dos diversos parametros estatisticos indicaram que
as populagdes de ovinos estudadas necessitam de atencdo na gestdo de rebanhos, bem como a sua
utilizacdo como estoque de recursos genéticos animais no gerenciamento reprodutivo de outros
rebanhos, objetivando dessa forma manter e enriquecer a base genética deste grupamento animal.

Palavras-Chave: diversidade genética, recurso genético animal, relacdo de parentesco, raca
localmente adaptada

INTRODUCAO

O grupamento genético de ovinos adaptado as condi¢bes do Pantanal Sul-Mato-Grossense
[1], caracterizado também como Ovino Pantaneiro (OPT), pode servir como recurso genético
animal para incremento na melhoria na cadeia produtiva de ovinos no Estado do Mato Grosso do
Sul. As fémeas destes ovinos possuem boa habilidade materna e sazonalidade reprodutiva nula [2,
3]. Os cordeiros apresentam potencial produtivo satisfatorio com relacdo as caracteristicas de
carcaga e qualidade da carne [3,4]. Além disso, as OPTs oferecem a 1a, que pode ser utilizada como
matéria-prima no artesanato local.

As racas ovinas crioulas se destacam pela rusticidade e capacidade de adaptacéo a regides
de clima semiérido, tropical e subtropical no Brasil. Gomes et al. [1] descreveram que 0S ovinos
Pantaneiros apresentam combinacdo alélica similar a das racas lanadas do Sul e deslanadas do
Nordeste.

Estes animais apresentam caracteristicas fenotipicas similares entre si, mas diferem quando

comparadas as demais racas criadas no Brasil. Atualmente, pode-se observar que a OPT ¢

36



amplamente encontrada em diversas fazendas isoladas na regido Sul-Mato-Grossense, vivendo ha
anos sem qualquer tipo de selecdo com a finalidade de melhoramento genético, fato este que
possibilita concluir que esses ovinos séo localmente adaptados [2].

Marcadores genético-moleculares, como 0s microssatelites, podem complementar
informacdes morfologicas e produtivas dos recursos genéticos, contribuindo para aumentar a
eficiéncia dos processos de anlise de diversidade e pureza genética além de gerar informacdes para
planejamento de cruzamentos e selecdo de gendtipos em programas de melhoramento genético [5].
Os microssatélites sdo apropriados tanto para estudos de variabilidade genética quanto testes de
paternidade. Estes marcadores sdo codominantes e apresentam heterozigosidade esperada
frequentemente superior a 0,7, permitindo a discriminacdo entre individuos. Devido a
especificidade dos ensaios de PCR e ao alto contetido de polimorfismo, esses marcadores permitem
determinar a identidade entre individuos baseada em estimativas derivadas de frequéncias alélicas.

A avaliacdo da diversidade por meio de marcadores microssatélites tornou-se uma
ferramenta de grande importancia para programas de conservacdo e melhoramento genético de
rebanhos de animais em ndcleos de conservag&o.

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar os marcadores microssatélites para
caracterizacdo e determinacdo da diversidade genética para fins de conservacdo e manejo com o
intuito de melhorar o sistema de acasalamento e proporcionar a diminuigdo da consanguinidade das

populagdes de ovinos Pantaneiros.
2. MATERIAL E METODOS

2.1Animais

Amostras de sangue de 127 animais foram coletadas em dois Nucleos de Conservacédo de
Ovinos Pantaneiros. Um deles localizado na Fazenda Experimental da UFGD em Dourados/MS
(N=69) com rebanho formado ha aproximadamente oito anos, constituido de animais provenientes
do Centro Tecnoldgico de Ovinocultura da ANHANGUERA-UNIDERP de Campo Grande/MS. E
0 outro localizado na Embrapa Pantanal (N=58) com rebanho formado ha cerca de cinco anos,
constituido de animais provenientes de diferentes locais da planicie Pantaneira de Corumba, Mato

Grosso do Sul, Brasil.
2.2. Locos microssatélites

O DNA gendmico total foi extraido usando 300 pL de sangue que foram encubados a 60°C
com 3 pL de proteinase K (20mg= pL) e 500 puL de SDS 20% tecido sanguineo baseado em um

método organico.
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Oito locos microssatélites (CSRD247, HSC, OarAE129, MAF214, OarFCB304, OarCP49,
SPS113, D5S2) foram utilizados para as reagdes de PCR. As reacOes foram realizadas em um
sistema multiplex fluorescente incluindo todos os marcadores na mesma reagao em um volume final
de 10ul, contendo: 3,6pl de &gua ultrapura, 1,5ul de 10x tampdo de PCR, 1,5ul de mix dos
oligonucleotideos iniciadores, 50mM MgCl,, 10mMdNTPs, 0,4ul de Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) e 3,0 ul de DNA (50-100ng). Controles negativos foram utilizados para
monitorar as reagdes.

Os ciclos de temperatura e condicdes para a amplificacdo foram constituidos de um passo
inicial de desnaturacdo a 95°C por 7 minutos, 40 ciclos com desnaturacdo de 95°C por 30 segundos,
anelamento a 63°C por 90 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. Ao final dos 40 ciclos
realizou-se extensao final a 72°C por 30 minutos. Ao término da amplificacdo, as amostras foram
resfriadas a 4°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética em um equipamento
MegaBACE™ 1000 DNA Analysis Systems (GE Healthcare, USA). Para tanto, foi preparada uma
solugdo com TWEEN e marcador de peso molecular ET-400 (GE Healthcare). Em cada amostra
foram colocados 0,3l do marcador ROX, 7,7ul de TWEEN 0.02X e 2ul do produto amplificado. A
placa com as amostras foi desnaturada por 3 minutos a 94°C e colocada diretamente no gelo. A
injecdo das amostras foi feita a 3 KV por 80 segundos e a corrida a 8 KV por 80 minutos. Os
resultados da genotipagem para discriminacdo alélica foi visualizada no programa Fragment

Profiler version 1,2® (GE Healthcare)
Anélises dos dados

A frequéncia alélica foi estimada por contagem direta e os parametros de diversidade dos
locos foram estimados para todos os microssatélites utilizando os programas CERVUS 3.0 [8],
Microssatelite Tookit, GenAlEx [9] e FSTAT [10] sendo eles: heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho), conteudo de informacéo polimorfica (PIC), equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW)
e riqueza alélica (RA).

As estimativas de coeficiente de endogamia (Fs) e as estruturas populacionais foram
avaliadas pelo método de analise da variancia molecular (AMOVA) implementado no programa
ARLEQUIN [11].

As distancias genéticas aos pares entre todos os individuos foram estimadas pelo logaritmo
de proporcdo de compartilhamento dos alelos (Dps) [12] utilizando o programa MICROSAT [13].
O método de agrupamento de Neighbor Joining (NJ) [14] foi utilizado para construir uma arvore
baseada na matriz de distancia genética por meio do pacote computacional PHYLLIP [15], sendo o

resultado grafico obtido pelo programa TreeExplorer 2.1.2.
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Baseado nos resultados dos gendtipos dos 8 locos microssatélites, os individuos foram
agrupados em determinado nimero de popula¢bes e assinalados probabilisticamente a grupos
inferidos pela metodologia Bayesiana implementada no programa Structure [16]. Os testes foram
realizados com base no modelo de miscigenacdo (admixture model), em que as frequéncias alélicas
foram correlacionadas. Para escolher o numero apropriado de populagdes inferidas, foram
realizadas vérias analises com k (numero de populagGes inferidas) variando de 2 a 5 e 300.000
interagdes (periodo “burn-in” de 3000), com trés repeticbes independentes para cada uma das
analises. Os valores reais de K foram inferidos a partir da magnitude de AK dada em fungao de K,
com o auxilio do programa Structure Harvester [17] seguindo o modelo proposto por Evanno et al.
[18].

RESULTADOS

As analises estatisticas descritivas dos oito locos microssatélites para as populacdes de
ovinos Pantaneiros representados pelos 127 animais genotipados foram demonstradas na Tabela 1.
Todos os locos foram polimérficos e resultaram em um namero total de 100 alelos. O nimero
médio de alelos por loco foi de 12,5 (variando de 7 a 21 para os marcadores SPS113 e OarCP49,

respectivamente).

Tabela 1. Variacdo genética dos microssatélites em OPT.

Locos N Ho He PIC EHW
CDR247 13 0,80 0,79 0,76 NS
D5S2 9 0,60 0,60 0,56 NS
HSC 15 0,77 0,85 0,84 NS
OPT MAF214 9 0,54 0,58 0,81 NS
(n=127) OarAE129 12 0,40 0,69 0,72 Fkk
OarRCP49 21 0,72 0,78 0,76 NS
OarFCB304 14 0,60 0,73 0,68 NS
SPS113 7 0,58 0,65 0,60 kool
Média 12,5+4,40 0,62+0,13 0,71+0,09 0,71+0,09 2

Numero de alelos por locos (N), Heterozigosidade Observada (Ho) e Esperada (He), Conteido de
Informagdo Polimdrfica (PIC) e Equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW). NS - N&o Significativo.
*** Em equilibrio p<0.001

O contetdo de informacdo polimdrfica foi altamente informativo em todos os locos para as
populacdes estudadas, obtendo-se média geral de 0,71.

A populagdo da OPT-UFGD apresentou maior de numero médio de alelos por locos
(11,13), riqueza alélica (8,94), diversidade genética (0,73) e heterozigosidade observada (0,67) em
relacdo a populacdo da Embrapa Pantanal. Considerando-se que valores de F;s estdo relacionados a
maior homozigozidade, o resultado indicou que o coeficiente de endogamia (F;s) foi maior para a

populacéo da Embrapa Pantanal (0,08) e menor para a Pantaneira UFGD (0,06) (Tabela2).

Tabela 2. Diversidade genética das populacdes de ovelha Pantaneira.
Populagdes N NMA Ho Hg Fis RA DG HWE

UFGD 69 11,13 0,67 0,74 0,06 894 0,73 2
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Embrapa Pantanal 58 800 057 064 008 665 0,64 4

Numero de individuos (N), Numero médio de alelos (NMA), Heterozigosidade Observada (Ho) e Esperada (He), Coeficiente de endogamia

(Fis), Riqueza alélica (RA) e Diversidade genética (DG), Nimero de locos em equilibrio de Hardy Weinberg (HWE).

A analise de variancia molecular (AMOVA) revelou diferenca entre as populacdes de
Pantaneira (5,2%). As estimativas de diferenciacdo genética baseadas em Fsr foram significativas
(p<0,002). O dendrograma individual utilizando todos os animais das duas populagdes de
Pantaneira foi construido a partir do método Neighbor Joining baseado nas estimativas de distancia
em funcdo do compartilhamento alélico entre todos os 127 animais estudados. A maioria dos
animais agrupou-se no dendrograma dentro da sua populacdo, embora algumas exce¢des tenham
sido observadas (Figura 1). Este resultado pode ser utilizado para auxiliar nos programas de
gerenciamento dos recursos genéticos encontrados visando assim o aumento da variabilidade

genetica.

(Pantaneira UFGD = Vermelho e Pantaneira Embrapa Pantanal = Azul)

Figura 1 - Dendrograma filogenético individual construido com base na matriz de distancia

genética de Neighbor Joining para as populagdes de Ovelha Pantaneira

A estrutura genética das populagdes estudadas foi analisada por meio de estatistica
Bayesiana utilizando o programa Structure com nameros crescentes de populagdes inferidas pelo
proprio programa. O K=2 (Figura 2) corresponde ao K inferido pelo programa Structure Harvester,
segundo metodologia proposta por Evano et al. [18], onde as duas populacdes de OPTs foram

visualizadas por padrdes de miscigenacdo complexos e com similaridade entre elas.
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Pantaneira UFGD Pantaneira Embrapa

Figura 2 - Agrupamento individual dos 127 individuos das populacbes de Pantaneiras UFGD e
Embrapa, analisadas por meio de método estatistico Bayesiano utilizando-se o programa
STRUCTURE. Cada animal foi representado por uma linha vertical dividida em segmentos
classificados de acordo com a cor e tamanho que correspondeu a proporc¢éo relativa do genoma do
animal referente a cada agrupamento particular.

DISCUSSAO

Os dados gerados a partir deste trabalho podem fornecer resultados preliminares da
variacdo genética para 0s animais pertencentes ao grupamento genético de OPT oriundas de dois
diferentes Nucleos de conservacao Sul-Mato-Grossenses.

As andlises dos marcadores indicaram que os oito locos de microssatélites foram
considerados informativos para a andlise de caracterizacdo e diversidade genética da OPT, pois,
apresentaram mais que quatro alelos diferentes por locos [19]. O nimero médio de alelos por locos
encontrado foi de 12,5 que pode ser considerado alto quando comparado com outros trabalhos que
utilizaram alguns deste marcadores em ragas de ovinos [20,21,22], este fato demonstra a alta
variabilidade existente na populacdo de OPT, fato também observado em outras racas localmente
adaptadas [23,24], e pode evidenciar a baixa selecdo artificial imposta a populacdo até o presente
momento.

As médias de Ho (0,62) foram menores do que o He (0,71), o que pode indicar maior
quantidade de homozigotos, reforcando a necessidade de estudos aplicados para a realizacdo de
manejo genético no rebanho visando aumento de heterozigosidade.

Os marcadores microssatélites utilizados para a OPT foram considerados altamente
informativos, pois apresentaram PIC variando de 0,56 a 0,84 e quando foram analisados em
conjunto apresentaram média de 0,71 [25]. Resultados similares foram encontrados por Arora et al.
[26], Santos-Silva et al. [27] e Yilmaz & Karaca et al. [28] que obtiveram valores de PIC similares
aos encontrados no presente estudo, indicando a eficiéncia destes marcadores em estudos de
diversidade genética em OPT.

Dentre os marcadores analisados apenas dois apresentaram-se em equilibrio de HWE
(OarAE129 e SPS113) quando as populacdes de OPT foram analisadas em conjunto. Entretanto,

quando as mesmas foram analisadas separadamente a OPT da Embrapa apresentou maior nimero
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de locus em equilibrio, este fato pode estar relacionado a diferenca do coeficiente de endogamia
(Fis) observado nos rebanhos estudados.

O diferente nivel de endogamia encontrado entre as populacfes de OPT (UFGD e
Embrapa) pode estar relacionado ao sistema de acasalamento adotado nos diferentes rebanhos.
Considerando que o gerenciamento reprodutivo destes animais atualmente é baseado em fendtipo,
além de serem constituidas por individuos geneticamente relacionados, pequeno nimero de machos
reprodutores para o sistema de criagdo adotado, desta forma a utilizagdo de ferramentas moleculares
com base em estudos de geno6tipos pode proporcionar um incremento para o melhoramento genético
destes rebanhos.

As andlises genéticas das duas populacdes de OPTs demonstraram heterozigosidade,
namero médio de alelos, riqueza alélica bem como diversidade genética alta (Tabela 2). Este fato
pode ser devido a variabilidade genética encontrada em rebanhos submetidos a pouca intervencédo
de manejo como neste caso. Assim sendo, conservar a diversidade em rebanhos localmente
adaptados € de grande importancia para manutencdo de estoque de recursos genéticos [29,30,31];
Dados similares a estes foram observados por Baumung et al. [20] e Tolone et al. [32] que também
realizaram estudo com racas naturalizadas.

Os animais pertencentes ao rebanho da UFGD apresentaram valores diversidade genética,
namero médio de alelos, riqueza alélica maiores quando comparados aos da populacdo da Embrapa.
Este resultado evidencia a formacdo e o manejo dos dois nlcleos de conservacdo. O rebanho da
UFGD foi criado a partir de diferentes rebanhos e tem como préatica habitual o intercambio de
reprodutores de diferentes locais da regido pantaneira engquanto que o rebanho da Embrapa
apresenta baixo nimero de machos e encontra-se fechado ha algum tempo. Diante do exposto,
observa-se a necessidade do estabelecimento de programas de trocas de reprodutores com objetivo
de minimizar o coeficiente parentescoentre as populacdes.

Os fatos citados acima podem estar associados inclusive aos resultados observados de
diferenciacdo das populacbes em analise onde se verificou um nivel significativo de variacéo
genética de 5,2% (p<0.002) na AMOVA entre as populagbes de Pantaneiras. Associado aos
sistemas de formacdo e manejo dos rebanhos amostrados, processos evolutivos recentes
ocasionados por deriva genética e distancia geografica também podem ser incluidos como possiveis
causadores desta diferenciacdo genética.

Baseado no dendrograma filogenético individual construido a partir de individuos oriundos
das duas populagdes foi possivel observar que grande parte dos animais pertencentes & mesma
populagcéo se agruparam no mesmo cluster, embora alguns animais ndo seguiram este padréo
(Figura 1). Santos-Silva et al. [27] realizando estudo com 6 ragas nativas Portuguesas (Algarvia,

Badana, Galega Bragancana, Galega Mirandesa, Mondegueira e Churra da Terra Quente)
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visualizaram que os animais pertencentes a mesma populacdo compartilhavam o mesmo cluster por
meio da utilizagdo de marcadores microssatélites semelhantes ao estudo.

Os resultados demonstrados por meio da Figura 2 baseado em estatisticas bayesianas
mostraram que as duas populacdes de pantaneira se assemelham e possuem padrdes de cluster
similares por compartilharem alelos comuns, com pequenas diferencas que podem ser explicadas
devido a deriva genética e sistema de manejo e selegdo diferenciados.

Os resultados indicam a necessidade de extrema atencdo na gestdo dos rebanhos de ovinos
pantaneiros, tanto na sua utilizacdo como estoque de recursos genéticos animais quanto no
gerenciamento reprodutivo de outros rebanhos, com o objetivo de proporcionar a manutencao e
enriquecimento da base genética deste grupamento animal permitindo assim conservacdo de

rebanhos com diversidade genética alta nessa regido.
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Brazilian sheep descended from several breeds brought to the New World by Portuguese and Spanish
colonists, and they have evolved and adapted to local climatic variations and acquired tolerance or
resistance to many diseases. Molecular markers are widely used in analyzing genetic variability, and
markers such as amplified fragment length polymorphism (AFLP), restriction fragment length
polymorphism (RFLP), microsatellite, mtDNA and single nucleotide polymorphism (SNP) have
facilitated the characterization of genetic diversity and population structure, and in the investigation of
the natural history, behavior, and evolution of several sheep breeds. In this context, we present here a
review of the uses of molecular markers in ecological and conservation research of Brazilian sheep

breeds.

Key words: DNA polymorphism, genetic conservation, Ovis aries.

INTRODUCTION

Brazilian sheep originated from Portuguese and Spanish
breeds that were introduced into the New World by
colonists. Over the years, these breeds were subjected to
natural selection of local environmental and edapho-
climatic conditions, resulting in breeds that are currently
considered naturalized, locally adapted, or native
(Mariante et al., 1999). Agricultural census data collected
by the Brazilian Institute of Geography and Statistics put
the Brazilian sheep population at more than 17 million
animals, center mainly in the southern and northeastern
regions of the country.

Ovinoculture constitutes a sound economic option due
to demands for meat (Aro etal.,, 2007). Naturalized

*Corresponding author. E-mail: brunocrispim.bio@gmail.com.

Abbreviations: SNP, single nucleotide polymorphism; PCR,
polymerase chain reaction; AFLP, amplified fragment length
polymorphism; PCR/RFLP, restriction fragment length
polymorphism-polymerase chain reaction; RAPD, random
amplified polymorphic DNA; STR, simple sequence repeats;
SRY, sex-determining region Y; COI, cytochrome oxidase I.

breeds are often preferred due to their rustic charac-
teristics and adaptability in tropical and subtropical
climates, giving these breeds important attributes and
offering future genetic resources.

The naturalized Brazilian breeds are usually small
animals that have been subjected to only weak levels of
artificial selection and sustainable genetic improvement,
and they are little specialized for intensive milk and/or
meat production (Paiva et al., 2005a). The general traits
of well-known naturalized breeds in Brazil are described
in Table 1.

The survival and preservation of naturalized breeds
with imﬁ)ortant genetic heritages were threatened during
the 20" century, by indiscriminate crossbreeding with
exotic breeds (mainly from Africa and Europe) (Morais,
2001). It should be noted that these naturalized animals
have many adaptive traits that make them useful for
breeding and production, such as: tolerance or resistance
to diseases and parasites, and extensive adaptations
related to the availability and quality of food resources
and water — as the animals that were better adapted
and/or more resistant survived and reproduced.
Naturalized breeds therefore represent the results of
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Table 1. Origins, sites of occurrence, and phenotypic traits of naturalized Brazilian sheep breeds.

Breed Origin Site of occurrence Phenotypic trait Reference
Crossbreeding between local Face and extremities
and exotic breeds: Spanish Rio Grande do Sul uncovered. Mariante et al
Crioula Lacha, Romney Marsh and State; South America ~ Wool ranges from white to : b
. ; ) 2003; ARCO,
Lanada Corriedale, as well as herds (from Peru to black, medium length, suitable 2011
introduced by Portuguese Uruguay) for wool production; Resistant
colonizers to endoparasites.
Woolless, short hair, small
Crossbreeding between Northeastern Brazil animals.
Bergamacia, Morada Nova and (Ceara, Maranho High quality meat with low fat Mariante et al.,
Santa Inés mixed races from Northeastern . H content. 2003; Paiva,
. . - Sergipe, among other o
Brazil (possibly of African states) Of economic importance due to 20052
origin) their sizes and environment
adaptations.
Woolless; no horns; red, white
Crossbreeding between African Northeastern Brazil or cream wool; with or without Oklahoma State
Morada Nova and Portuguege Bordaleiro (Ceara, Piaui, among  earrings. University, 2007;
other states) Suitable for meat production ARCO, 2011
and high quality leather.
Brazilian E\IBO;L?ae)a:J%rt‘e?nrzzeirlate Large size, white wool
Bergamacia Originally from Italy climate states in the Rustic with lmulélplt_a”tjses ARCO, 2011
central-western region (meat, wool and milk)
Brazilian z\lé)erg;ga:rt]zrréi%razn High fertility, fat rump, with
Somalis Somalia and Ethiopia Grande do Norte fnog;l;e ;/:]cc)jollec;rtwhtgre t;ggﬁ,cgggd ARCO, 2011
states) P
I . Medium size, good meat and
Damara e
Northwestern Nrimlb|a and No_rtheastern Brazil leather production ,woolless ARCO, 2011
(Rabo Largo) southern Angola (arid regions) animals
Northeastern Brazil
and a conservation High fertility and reproductively ~ Oklahoma State

Black belly

African origin

nucleus in Roraima
State

efficient, woolless animals

University, 2007

*The hypothesis that Rabo Largo is derived from Damara was not confirmed by microsatellite marker analyses (Paiva et al., 2005a).

long-term natural selection processes.

Conservation and genetic improvement programs
focusing on naturalized animals are important to avoid
both their inbreeding and indiscriminate crossbreeding,
so that pure native breeds can be conserved. In this
context, it would be necessary to design production
systems that allow producers to use local breeds more
efficiently for better financial returns (Notter, 1999).
Research on the adaptive traits of different breeds are
important for supporting livestock production systems
based on native breeds, reducing environment impacts,
and obtaining better products for commercial con-
sumption.

Recent technological developments and new molecular
tools have dated researchers discovering the origins and
domestication processes of a wide variety of species.

These tools have aided our understanding of the evo-
lutionary relationships, taxonomies, and demographics of
a wide variety of species and provided support for
identifying priority areas for preservation programs and
for analyzing genetic diversity in both domestic species
and wild and endangered species (Rosa and Paiva,
2009; Grisolia and Moreno-Cotulio, 2012).

Single nucleotide polymorphism (SNP) markers have
begun to provide new perspectives for genomic studies,
particularly in investigations of the diversities of the
genomes of individuals and populations, in the search for
genes that cause diseases, and in the identification of
selection signatures (Kijas et al., 2012; Pariset et al.,
2012).

This review discusses the evolution of the use of
molecular markers in analyzing the genetic diversity and



phylogeny of naturalized Brazilian sheep breeds.

MOLECULAR MARKERS

Molecular markers can be considered as any molecular
phenotype derived from a specific DNA segment, and
correspond to regions that are expressed (or not) in the
genome (Ferreira and Grattaplaglia, 1996). Isozyme
markers were initially developed, which are direct
products of gene expression (Oliveira et al., 2002), but
were followed by molecular markers that amplify DNA
chains using polymerase chain reaction (PCR).

Research focusing on patterns of genetic variation of
certain loci markers within a population make it possible
to minimize the impacts generated by crossbreeding
between naturalized animals, ensuring the conservation
of their genetic diversity. These studies provide infor-
mation about loss of intra-population genetic variability as
a consequence of reductions in the effective size of
populations — leading to increases in consanguinity and
genetic drift (Kantanen et al., 1999).

The use of nuclear DNA molecular markers can
increase the efficiency of genetic breeds programs
through selection and by avoiding crossbreeding within
the same generation (Melo et al., 2008). The polymorphic
markers currently used in genetic diversity analyses are:
amplified fragment length polymorphism (AFLP), restric-
tion fragment length polymorphism-polymerase chain
reaction (PCR/RFLP), random amplified polymorphic
DNA (RAPD), microsatellites or simple sequence repeats
(STR), sex-determining region Y (SRY) and SNP.

The AFLP technique is based on PCR amplification of
a subset of fragments obtained from the site-specific
cleavage of genomic DNA by type Il restriction enzymes
(Lopes et al., 2002). This technique has been found to be
efficient in studies of genetic diversity in sheep, such as
those of Xiao et al. (2009) who analyzed this marker in
six breeds of sheep in China.

PCR/RFLP detects patterns of polymorphisms among
different individuals and is based on the differences in the
sizes of restriction fragments generated by endonuclease
cleavage of amplified DNA regions. PCR-RFLP analysis
of molecular markers in phylogenetically related species
has been used to elucidate ambiguous taxonomic classi-
fications. Paiva et al. (2005a), examining this marker in
part of the cytochrome oxidase | (COI) mitochondrial
gene (1052 base pairs fragment) was able to show that
the main breeds of naturalized Brazilian sheep were of
European origin (such as Santa Ines and Bergamacia),
although other naturalized breeds (such as Somalis and
Morada Nova) were of African origin.

RAPD studies are based on polymerase chain
reactions, using primers homologous to target sites in the
genome. This marker aids in deciphering patterns of
genetic variation and can be used to direct conservation
measures for threatened or endangered species.
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Although there are many advantages to the use of this
marker, there are also some disadvantages in terms of
low reproducibility (Paiva et al., 2005b) and the formation
of heteroduplex is a characteristic of dominance, but a
number of researchers have demonstrated the efficiency
of this technique in genetic diversity studies of sheep
breeds in Pakistan (Qasim et al., 2011), Indian (Kumar et
al., 2003), and Turkey (Elmaci, 2007).

Another technique widely used for characterizing
genetic variability, individual identifications, paternity
testing, the construction of genetic maps, and studies of
population genetics employs microsatellites. Micro-
satellites have high mutation rates, abundances, and
distributions throughout the genome, and show neutrality
and co-dominance, and the easy automation of analytical
procedures allow their use in estimating genetic diversity
between and within breeds (Ligda et al., 2009).
Microsatellite markers show good reproducibility and high
degrees of polymorphism (Cafion et al., 2000; Grisolia et
al., 2007) and are widely used in characterizing the
genetic diversity of sheep breeds (Ramey Il et al., 2000;
Arranz et al., 2001).

SRY molecular markers are extremely sensitive probes
of paternal inheritance and are used to elucidate genetic
histories, the processes of breed domestication,
population relationships, and male gene-flow. The use of
SRY markers combined with the Y chromosome can
provide specific details of the gene-flow in males. The
numbers of research projects in sheep using the Y
chromosome have been quite limited, however, when
compared to other domestic animals such as cattle
(Hanotte et al., 2000; Pérez-Pardal et al., 2009) and
goats (Pidancier et al.,, 2006; Sechi et al., 2009). Only
one microsatellite locus (SRYM18) and eight SNP,
located in the region 5' of the promoter of the sex-
determining gene (SRY), have been identified in sheep
(Meadows et al., 2006; Meadows and Kijas, 2009).

SNP markers are based on elementary alterations in
the DNA molecule, that is, mutations in single nucleotides
(adenine, cytosine, thymine, or guanine), and are bi-
allelic, that is, only two variants are generally found in a
single species (such as an allele corresponding to the
base pair A/T and the other to G/C). SNPs are extremely
abundant in the genomes of non-endogamic species and
can occur in coding regions or with regulatory functions —
although, in most cases, they are found in intergenic
spacer regions. Until recently, the standard techniques of
prospecting for SNP markers were based on Sanger’s
sequencing method, although second-generation se-
guencing technologies (Roche 454 - Margulies et al.,
2005; Solexa-lllumina — Bennett, 2004; and ABI Solid -
Valouev et al., 2008) are now able to produce large data
sets (on the order of millions of sequenced bases).

As such, a number of molecular markers can be used
to analyze genetic diversity, and while microsatellites
have been widely employed (McManus et al., 2010;
Paiva et al., 2011b; Souza et al., 2012), SNPs have been
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found to be very useful in these studies (Kijas et al.,
2012).

Microsatellites

Microsatellites are the most frequently used markers to
explore genetic diversity and the population structures of
domestic animals (Baumung et al., 2004). Relatively
large genome abundance and high levels of poly-
morphism and co-dominance in this kind of marker make
it an important tool for genomic analyses (Crispim et al.,
2012).

Evaluations of eight microsatellite loci polymorphism in
five unrelated sheep breeds (Romney, Border Leicester,
Suffolk, Awassi, and Australia and New Zealand Merino)
showed highly significant differences in allelic frequencies
among individuals, indicating that microsatellite markers
can be valuable tools in evaluating evolutionary relation-
ships between breeds (Buchanan et al., 1994). Arranz et
al. (1998) and Stahlberger-Saitbekova (2001) used
microsatellites for genotypic characterization and assess-
ment in Spanish and Swiss sheep breeds, respectively,
and these markers were found to be efficient for
evaluating genetic diversity and calculating the genetic
distances between the animals involved.

Almeida (2007) determined the variability of 20
microsatellites in 717 animals of 14 Portuguese sheep
breeds, which allowed this author to evaluate the degree
of structuring in these Portuguese sheep populations and
estimate genetic diversity parameters for each breed.
Several studies have used microsatellite markers to
investigate local Brazilian breeds. Paiva et al. (2005a)
used microsatellite markers for 18 loci to evaluate genetic
diversity in both naturalized and exotic sheep (Santa
Ines, Bergamacia, Rabo Largo, Morada Nova, and
Somalis) and the results were efficient in characterizing
the breeds, although they showed low genetic variability.

Microsatellites have thus been shown to be excellent
marker for the characterization of naturalized breeds
(Paiva et al., 2003) and in population studies (Paiva et
al.,, 2005b; El Nahas et al., 2008). Table 2 lists the
microsatellite markers data recommended for paternity
testing and genetic diversity and variations in sheep by
the Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO, 2011).

Mitochondrial DNA markers

Mitochondria have their own circular DNA (mtDNA) and
replication capacities. Mitochondrial inheritance is also
known as maternal inheritance as the molecular markers
in mitochondrial DNA are only passed through the female
(distinct from the biparental inheritance of most nuclear
molecular markers) (Olson et al.,, 2009). The unique
genetic and structural characteristics of mitochondrial

markers have been explored by a number of researchers.

mMtDNA sequencing can be used as a tool for
determining  evolutionary origins and population
dynamics, and is useful in domestication studies because
MtDNA has high mutation rates, lacks recombinants, and
is maternally inherited — thus allowing the evaluation of
divergence between wild and domestic populations over
the relatively short time scales of human domestication
(Bruford et al., 2003; Toro et al., 2009). mtDNA has been
used to investigate the origin of bovines (Loftus et al.,
1994), equines (Vila et al., 2001), swine (Giuffra et al.,
2000; Larson et al., 2005), goats (Joshi et al., 2004;
Sardina et al., 2006), and sheep (Wood and Phua, 1996;
Hiendleder et al., 1998; Guo et al., 2005; Pedrosa et al.,
2005; Pereira et al., 2006; Tapio et al., 2006; Meadows et
al., 2006).

Bruford et al. (2003) demonstrated that the majority of
MtDNA sheep lineages are derived from a probable site
of initial domestication in the “Fertile Crescent” region
(which now comprises Israel, West Bank, and some
regions of Lebanon, as well as Jordan, Syria, Iraq, Egypt,
southeastern Turkey and southwestern Iran). According
to Olson et al. (2009), many mitochondrial genes are
highly conserved, so these markers can be used to
examine very long-term phylogenetic and taxonomic
relationships. Indiscriminate crossbreeding between
different sheep breeds makes their characterization by
nuclear molecular markers more difficult, but mtDNA
markers may help solve problems related to the origins of
several naturalized breeds throughout the world.

A study of genetic diversity undertaken by Meadows et
al. (2005) that examined 17 sheep breeds of European
and Asian origin found 57 single haplotypes among the
121 animals sequenced. The distributions of the
haplotypes indicated that most of the animals were
confined to a single breed (51 from 57), while six
haplotypes were present in more than one breed. The
distributions of these differences showed five distinct
peaks, which indicated the presence of divergent
haplotype groups. The majority of the haplotypes formed
one large group that contained sheep lineage B (of
European origin), while the remaining haplotypes formed
a separate group (probably corresponding to lineage A of
Asian origin).

Paiva et al. (2005a) examined six breeds of naturalized
sheep in Brazil and observed an overwhelming presence
of the European haplogroup, except for two Dorper
animals (of African origin), which had mtDNA typical of
the Asian haplogroup. These results support the hypo-
thesis that Brazilian sheep originated largely from the
European continent.

Gongalves et al. (2010) examined the mitochondrial
sequences of the ND5 gene (of subunit 5 of NADH
dehydrogenase) in 225 animals of two native breeds
(Frontier and Mountain) from southern Brazil (Santa
Catarina and Rio Grande do Sul states) and observed
significant differences between them. Bayesian phylo-
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Table 2. Microsatellite markers panel of the International Society for Animal Genetics (ISAG) and FAO by locus, chromosome, primer

sequences, annealing temperature, genbank accession number, and allele size in base pairs.

Annealing Genebank Allele
Locus Chromosome Primer sequence (5’ > 3’) forward and reverse temperature access sizes
(°C) number (bp)

caFcaizs oars  ATTAMAGCATCTICTCTTTATTTCOTCGC ® Lot o1
OarCP34 OAR 3 gg;i?&?ﬁl?;?éﬁ;gl;g@ig c 50 U15699 112-130
oacss  oar1o  CAACTITGGTGCATATICAAGGTIGE 2 uso 117420
catar  oaris  [TATTOACMMCICTCTICCTAACTCCACC g sy 13915
OarVH72 OAR 25 S'(I'; g‘l? AT g:géﬁ?g_? GGGC::'I%ACC;%;CC;SCC;:T c 57 L12548 121-145
aneize oms  MICOSTSTCTOMACKTMICES s s s
BM1329 OAR 6 :;?3:(:[3?(? AC(Z}ACA_SI_LC;C_II%%AGTC 50 G18422 160-182
BM8125 OAR 17 gggré g_?:fgfgﬁrAcA: f Ci;igg 50 G18475 110-130
HUJ616 OAR 13 -CI-;-E;C,:AAC:AC':A'ISI:I:I:AGCC';A CC:::;_I' CC: g:AAg CC; G 54 M88250 114-160
s o aSMCTOMCIOTIMGS .
SRCRSP9  CHI12 gcé':i_cl_; CA'IT'IC':'I-'I-'I? CigAgg g_? AA,\AA'\I'LC 55 L22201 99-135
OarCB226 OAR?2 g:rrg;'g_rec-lgg ;ig;gg::&gg?g 60 L20006 119-153
ILSTS5 OAR 7 'IC?CC-);"I?\"I?\ C(:BTC(::'\FA(\;TA(\;(?'?Q'LC':— ::— é\g)CC 55 L23481 174-218
ILSTS11 OAR 9 g'IC'IZSAC'IT gg:;igéég?_;gg 55 L23485 256-294
ILSTS28 OAR 3 ;igﬁ?éi;;;i;@iiﬁg:gg 53 L37211 105-177
SRCRSP5 OAR 18 2?_?_? nggAecm%ﬁAeiim&im GC 56 L22197 126-158
vz omis  SSTNCTCSCACCTITIOONE s e i
SRCRSP1 CHI13 TGCAAGAAGTTTTTCCAGAGC 54 L22192 116-148

ACCCTGGTTTCACAAAAGG
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Table 2. Continued.

GATCTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC

MAF33 OAR 9 GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG 60 M77200 121-141
MCM140 OAR 6 gIlii;gg;gi;gii;igﬂiigCTc 60 L38979 167-193
oarcoo  ompy  AMATGTCTITAAGATICCATACAGTG s s 95z
oarcoiss  oari  TCATCTCAGACTGGGATICAGAAAGGC s s seuse
OarFCB304 OAR 19 gggigi?gf?g::éigg;ﬁ?f GAC'?C:CGG 56 L01535 150-188
campas  oaraa  CTATACACGTGGACACCGCTTTGTAC s s seise
OarJMP58 OAR 26 S_?_?g;f g:_:g:gf GGGGA-EECEI'C';I'?CF;AI'@?FS 58 U35058 145-169
R S cciascAnbaoscs 0w o
0w e
s own SOOWweTCemouCoTe

owe o QeCMCCTOTTTICOMTC .

INRAOG3 OAR 14 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 58

AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

genetic analysis based on ND5 18 haplotypes pointed to
the following geographic structures: the frontier haplotype
was clustered in a monophyletic clade, while the
mountain haplotype showed two paraphyletic clusters.
The studies indicated the occurrence of geographic
isolation associated with differences in the ways the
herds were distributed (which could have caused gene
flow reductions)-thus reinforcing the idea that they are
two evolutionary lineages.

Paiva et al. (2011a) analyzed the Somali sheep breed
in northeastern Brazil using molecular and pedigree data,
microsatellites, and 404 bp of mtDNA control region and
obtained an average of 5.32 alleles of herd diversity, with
an expected heterozygosity of 0.5896 and an observed
heterozygosity of 0.6451 for the microsatellite loci.
Sixteen mtDNA haplotypes were identified, and network
analysis made it possible to observe the relationships
between all of the haplotypes identified. The mito-
chondrial genetic variability in this population indicated at
least two major haplotypes groups. The maintenance of

several similar haplotypes is not desirable in herd genetic
conservation, and it would therefore be better to maintain
isolated populations of individuals with distinct
haplotypes.

When the control regions of mitochondrial DNA
(mtDNA) were sequenced to identify phylogenetic rela-
tionship between naturalized and commercial Brazilian
sheep breeds, the nucleotide diversity value was found to
be 0.005 (Silvério et al., 2006). These results indicated
that mtDNA AMOVA values were greater than those of
nuclear markers. Naturalized Brazilian breeds showed
deviations from selective neutrality, as tested by Fu’'s Fs
(p<0.01), suggesting that these populations are
undergoing demographic expansion.

Single nucleotide polymorphism (SNP)

SNP markers used in association studies, genetic map-
ping, diagnostic paternity assays, individual identification



(traceability), and to detect genetic diseases and/or
polymorphisms associated with production traits have
long been limited by technological constraints. However,
there have been significant advances in the sequencing
of mammalian genomes and in the development of
bioinformatics tools during the last decade that have
improved SNP massal genotyping.

Until recently, the standard method of prospecting for
SNP markers was based on Sanger's sequencing
method, but there are now high-density SNP panels, that
have high-coverage genome-wide SNP with markers and
there is the probability that these SNP are close to genes
of interest and account for some of the population genetic
variation. Kijas et al. (2009) developed a panel of 1,536
SNP from 23 domestic and two wild breeds of sheep to
analyze the nuclear genome, generating clusters of large
groups based on the animals' geographic origins and
could excessively identify the population substructures
within individual breeds. The high-density genotyping
platform available for this specie currently belongs to
lllumina (San Diego, CA). The Ovine SNP50 BeadChip
was developed in collaboration with the International
Genomics Consortium Sheep and contains more than
54,000 SNP, providing uniform genome coverage. This
chip was validated in 75 economically important sheep
breeds, including Brazilian breeds such as Santa Ines,
Morada Nova, and Crioula Lanada. The applications of
such high-density chips include association studies of
genomic selection, paternity testing, and pedigree
mismatching, as well as more accurate analyses of the
diversity and compositions of animal breeds (lllumina,
2012).

A genome-wide association study (GWAS) of 486
typed animals of the Wild Soay breed (Ovis aries) was
undertaken by Jhonston et al. (2011) with the Ovine
SNP50 BeadChip and identified (using ~36,000 SNP) by
an autosomal gene candidate for horns (RXFP2, Relaxin-
like receptor 2). It also appears that there is an additional
SNP in the gene which is supported by a new model of
horn inheritance in this breed. Thus, the SNP50
BeadChip could be used to determine if the same gene
group could explain horn polymorphisms in different
breeds or species.

Kijas et al. (2012) conducted a study with the goal of
assembling a global diversity chip of sheep breeds and
typed 2,819 animals from 74 sheep breeds from Asia,
Africa, Southwest Asia (Middle East), Caribbean, North
America, South America (Santa Ines and Morada Nova),
Europe and Australia using the Ovine SNP50 BeadChip
(~49,034 SNP). Among the reported results, they were
able to show that sheep breeds have maintained high
levels of genetic diversity (in contrast to other domestic
species such as dogs). These authors also identified
specific genomic regions that contained strong evidence
of the rapid changes of artificial selection in sheep
evolution.

In order to understand genetic structure, it is essential
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to reach the genetic improvement by genome-wide
association studies, genomic selection, and dissection of
guantitative characteristics (Kijas et al., 2009). Thus, the
information provided by dense SNP chips can aid in our
understanding of genetic structure and the recent
evolution of domestic species.

Paiva et al. (2012) conducted a research project using
17 markers in 467 individuals of six sheep breeds
(Crioula n=300 Bergamacia n=24; Corriedale n=28;
Pantaneira n=50; Rabo Largo n=20; Santa Ines n=45).
Only two SNP markers did not produce consistent results
and were excluded. The selected markers were then
used in allocation tests using the structure of five
repetitions with a total of 250k permutations each, which
was efficient in distinguishing between the breeds. The
only exceptions were Pantaneira and Crioula, which were
grouped together, suggesting that they were closely
related and probably should be classified as two
ecotypes of the same breed. Thus, even a reduced panel
could serve as a useful tool for animal breed-certification
and the identification of their sub-products.

PERSPECTIVES

Analyses of patterns of molecular genetic variation are
fundamental to reconstructing the evolutionary history of
species and breeds, as well as for evaluating their
genetic diversity, population structures, and their
taxonomic definitions — which can help us to conserve
and reproduce these breeds and minimize loss of genetic
variability. Microsatellite and mitochondrial molecular
markers are very useful in conservation studies, although
SNP markers are rapidly becoming the markers of choice
in genetic studies due to their genomic abundance and
low costs for large-scale genotyping. The implementation
of sequencing projects in domestic species will allow
breeders and scientists to objectively evaluate genetic
resources, and the genetic variability linked to productive
traits and resistance or tolerance to diseases in
naturalized breeds represent an obvious target.
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ABSTRACT. Sheep of the Pantaneiro breed and seven other breeds,
raised in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil, were genotyped using
eight microsatellite loci. The aim of the present study was to determine
the genetic variability, phylogenetic relationship, and patterns of
gene introgression and miscegenation among the animals surveyed,
to obtain information about the genetic structure of locally adapted
sheep in Mato Grosso do Sul. A total of 195 animals were used for
genetic analysis. The Pantaneiro breed had the largest average number
of alleles/locus (9.25), and higher allelic richness (6.95), while the
Dorper population had the lowest values for these parameters (4.88
and 3.86, respectively). Analysis of genetic distance values and genetic
structure between populations made it possible to characterize these
animals with regard to distinct genetic groups. Average expected
heterozygosity ranged from 0.72 (Pantaneiro) to 0.55 (Dorper), while
average observed heterozygosity ranged from 0.63 (White Dorper) to
0.54 (Dorper). On the basis of the statistical parameters evaluated, it
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was possible to demonstrate that when compared to other populations,
the Pantaneiro breed represented a reservoir of genetic diversity with
rare and useful alleles for genetic improvement, emphasizing the
importance of preserving the breed.

Key words: Genetic resources; Pantaneiro sheep; Genetic variability
INTRODUCTION

The sheep industry in the State of Mato Grosso do Sul is expanding, and the locally
adapted breed (Gomes et al., 2007) known as Pantaneiro sheep (OPT), may be useful for
increasing the production chain, since it is highly adapted to the environmental conditions
of the region and can be used for rustic genetic material.

In 2007, an exploratory study conducted by researchers from the Universidade
ANHANGUERA - UNIDERP, Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), and Universidade Federal do Mato Grosso
do Sul (UFMS) was initiated, aimed at identifying and conserving the OPT breed found in
different locations in the state. Initially the researchers involved acquired about 450 animals,
including ewes and rams, from different herds found in the Pantanal region of Mato Grosso
do Sul, in regions including Anastacio, Nioaque, Aquidauna, and Pedro Gomes.

The OPT breed has a combination of alleles of wool sheep breeds from the south-
ern region of Brazil and woolless breeds from the northeast region of the country. This fact
shows the possibility that these animals may constitute a distinct genetic group (Gomes et
al., 2007). The females of these animals have high maternal ability and no reproductive sea-
sonality. Lambs have high productive potential in terms of carcass traits and meat quality.
Furthermore, the OPTs provide wool, used in regional craftwork, as a by-product. Currently,
OPT is most often found on isolated farms in the region, and lives for years without any
kind of artificial selection or genetic improvement, suggesting that these sheep are locally
adapted to the region (Vargas Junior et al., 2011).

In general, multilocus molecular genetic markers such as microsatellites are suitable
for studies of both genetic variability and paternity tests. In addition, microsatellites provide
genome-wide coverage, and are easy to detect. Microsatellites are codominant, highly poly-
morphic, and have an expected heterozygosity that is commonly greater than 0.7, allowing
discrimination between individuals (Regitano and Coutinho, 2001).

Molecular analyses may support both identification of areas of priority for genetic
resource conservation programs, and knowledge about the genetic diversity of endangered
domestic and wild species (Rosa and Paiva, 2009). Therefore, the establishment of con-
servation programs using molecular tools is of fundamental importance for the generation
of information regarding the genetic diversity patterns of locally adapted groups, allow-
ing them to be used in the productive system, and adding traits of adaptation and rusticity
(Barker, 1994).

Research that evaluates genetic variability is of great importance to the generation
of information that allows OPT to be characterized. Therefore, the aim of this study was to
determine genetic diversity, patterns of gene introgression and occurrence of miscegenation
among OPT and other breeds of sheep raised in the State of Mato Grosso do Sul.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

Blood samples from 195 animals from seven populations of sheep, raised in the State

of Mato Grosso do Sul, Brazil, were collected randomly from different herds. The collection
sites and number of animals sampled are described in Table 1.

Table 1. Data relative to the population, sampling sites and number of animals.

Population Sample size Locality

Bergamacia 30 Retiro dos Leite - Jardim/MS

Pantaneiro 30 Fazenda Experimental UFGD - Dourados/MS
Dorper 30 Cabanha Morena - Caarapo/MS

White Dorper 15 Cabanha Morena - Caarap6/MS

Hampshire Down 30 Fazenda Mate Laranjeira - Ponta Pord/MS
Suffolk 30 Cabanha LCL - Caarap6/MS

Ile de France 30 Fazenda Chancan - Campo Grande/MS

MS = Mato Grosso do Sul.

Microsatellite loci

Total genomic DNA was extracted from blood tissue using the organic method de-
scribed by Sambrook et al. (1989) and adapted by Crispim et al. (2012).

PCR were performed using a commercially available panel of eight microsatellite
loci as previously described by Souza et al. (2012) (CSRD247, HSC, OarAE129, MAF214,
OarFCB304, OarCP49, SPS113, and D5S2). The reactions were performed using a multiplex
fluorescent system, with the eight markers included in the same reaction. The PCR were per-
formed in a final volume of 10 pL, containing: 3.6 pL ultrapure water, 1.5 pL 10X PCR buffer,
1.5 uL mix of primers, 50 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, 0.4 uL Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen) and 3.0 uLL DNA (50-100 ng). The reactions were then placed in a thermocycler
(Applied Biosystems).

The thermocycling program consisted of an initial denaturation step at 95°C for 7
min, followed by 40 cycles at 95°C for 30 s, annealing at 63°C for 90 s and extension at 72°C
for 60 s. A final extension step at 72°C for 30 min was performed at the end of the 40 cycles.

After PCR, the amplified products were electrophoresed in a MegaBACE™ 1000
DNA Analysis System (GE Healthcare, USA). Accordingly, a solution with TWEEN and
molecular weight marker ET-400 (GE Healthcare) was prepared. A total of 0.3 uLL ROX
marker, 7.7 pL 0.02X TWEEN and 2 pL amplified product were added. The samples were
denatured for 3 min at 94°C and placed directly on ice. Sample injection was performed at
3 kV for 80 s and the electrophoretic run performed at 8 kV for 80 min. Genotyping results
for allele discrimination were visualized in the Fragment Profiler program version 1.2° (GE
Healthcare).

Statistical analysis

Allele frequency was estimated by direct counting. The parameters of locus diversity were
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estimated for all microsatellites, in all populations, using the CERVUS 3.0 program (Kalinowski
etal., 2007). The parameters were as follows: expected () and observed heterozygosities (),
polymorphic information content, and the Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE). The FSTAT
program was used to calculate allelic richness (AR) and estimates of Wright’s F statistics (£,
F, and F). The P value was adjusted using the Bonferroni procedure (Goudet, 2002) with the
same statistical package. Population structures were evaluated by analysis of molecular variance
(AMOVA) using the ARLEQUIN program (Schneider et al., 2000).

The dendrogram was constructed by cluster analysis using the Neighbor-Net method
with the aid of the Sliptree program, based on calculations of Reynold’s genetic distances ()
using FSTAT.

On the basis of allelic frequency of the eight microsatellite loci, the animals were
grouped in a given number of populations and probabilistically placed into groups inferred
by Bayesian analysis using the Structure program (Pritchard et al., 2000). The tests were per-
formed using an admixture model where the allelic frequencies were correlated. To select the
appropriate number of inferred populations, several analyses were conducted with K (number
of populations inferred) ranging from 2 to 10, with 300,000 interactions (burn-in period of
3000), with three independent replications for each analysis. The real values of K were inferred
from the magnitude of AK and given as a function of K, with the aid of the Structure Harvester
program (Earl and vonHoldt, 2012) following the model proposed by Evanno et al. (2005).

RESULTS

The genetic parameters observed from the genotyping of the 195 animals of the sev-
en populations analyzed with eight microsatellite loci are described in Table 2. OPT breed
showed the highest number of alleles per locus (9.25), and the highest allelic richness (6.95)
compared to the other populations of animals in the present study. The Dorper population
showed the lowest values (4.88 and 3.86, respectively).

When all the populations were analyzed together, the microsatellite loci HSC,
CSRD247 and OarAE129 were found to be in HWE. However, when statistical analysis was
performed for each population, White Dorper animals had no markers in HWE. The Panta-
neiro breed and Bergamacia and Hampshire Down populations had the highest number of
markers in HWE. In relation to other populations, Ile de France showed two loci and the Dor-
per population only one locus in HWE (Table 2).

Table 2. Estimates of genetic variability observed in the seven populations studied based on eight microsatellite loci.

Populations N N, Heterozygosity AR Fy Loci in HWE
Observed Expected
Pantaneiro 30 9.25+3.77 0.63+0.03 0.72 +0.04 6.95 0.129* 3
Bergamacia 30 5.75+ 1.67 0.60 +0.03 0.63 +0.06 4.75 0.062 3
Dorper 30 4.88+3.27 0.54+0.03 0.55+0.09 3.86 0.021 1
White Dorper 15 5.13+2.47 0.70 + 0.04 0.69 +0.05 5.06 0.027 0
Suffolk 30 6.00 +2.14 0.66 +0.03 0.65+0.07 5.05 0.019 2
Hampshire Down 30 7.38+£2.97 0.68 +0.03 0.65+0.05 5.88 0.045 3
Ile de France 30 525+2.12 0.60 +0.03 0.66 +0.03 4.62 0.079* 2

N = number of individuals; N, = mean number of alleles; AR = allelic richness; HWE = number of loci that showed
deviations from Hardy-Weinberg equilibrium.*P < 0.05.
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The population structure analysis revealed a genetic difference between populations
of 13.72% (Table 3), and estimates of differentiation based on F were significant (P <0.001).

Table 3. Analysis of molecular variance interpopulation and intrapopulation of the seven sheep populations studied.

Source of variation d.f. Variation (%) FI
Interpopulation 6 13.72 Fg,=0.13721*
Intrapopulation 194 88.33

d.f. = degrees of freedom; FI = fixation index. *P < 0.001.

The matrix of genetic differentiation between populations, based on F indices, is
shown in Table 4. It can be observed that the highest rates of genetic differentiation were
between the Bergamdacia and Hampshire Down populations (0.250). On the other hand, the
lowest values were between the Suffolk and Hampshire Down populations (0.069). Using
population differentiation, it was shown that the OPT breed was genetically closest to animals
in the Suffolk population (0.078).

Table 4. Pairwise estimation of genetic differentiation among the sheep populations studied.

OB DP DW HS IF OPT SF
OB - -
DP 0.18140 - - - -
Dw 0.12440 0.19948 -
HS 0.25082 0.21992 0.16221 -
IF 0.17938 0.23601 0.09408 0.13918 -
OPT 0.10757 0.10130 0.08177 0.08359 0.08823 -
SF 0.19916 0.24001 0.12801 0.06941 0.08389 0.07853

OB = Bergaméacia; DP = Dorper; DW = White Dorper; HS = Hampshire Down; IF = Ile de France; OPT = Pantaneiro;
SF = Suffolk.

Neighbor-Net method data analysis indicated that the OPT breed occupied an inter-
mediate position in relation to other populations. Suffolk and Hampshire Down populations
grouped differently, showing their genetic proximity when compared with other populations.
The Dorper population had the greatest distance in relation to other populations (Figure 1).

oP

HS

oB

IF

Figure 1. Neighbor-Net dendrogram based on Reynold’s genetic distance (F,) from eight microsatellite loci.
The graph show the genetic relationships between the seven sheep populations studied (OPT = Pantaneiro; DP =
Dorper; DW = White Dorper; OB = Bergamacia; HS = Hampshire Down; IF = Ile de France, and SF = Suffolk).
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Table 5 shows the proportions of each population attributed to the five groups inferred

by the Structure program, with minimal variance.

Table 5. Number of individuals (N) per population and proportion of association of each population in each of
the 5 groups inferred by the program Structure.

Populations N Inferred clusters
1 2 3 4 5

Bergamacia 30 0.890 0.009 0.015 0.061 0.025
Dorper 30 0.024 0.012 0.020 0.023 0.921
White Dorper 15 0.514 0.071 0.052 0.243 0.120
Hampshire Down 30 0.016 0.023 0.792 0.147 0.022
Ile de France 30 0.012 0.897 0.026 0.048 0.017
Pantaneiro 30 0.152 0.044 0.081 0.646 0.077
Suffolk 30 0022 0.047 0.756 0.151 0.023

Associations greater than 0.5 are in bold.

It can be seen from Table 5 that clusters 1, 2 and 5 represented the populations of Ber-
gamacia, Ile de France and Dorper, with 89, 89.7 and 92.1%, respectively, correct allocation of
individuals in their populations. Cluster 3 represents the populations of Hampshire Down and
Suffolk, with a correct allocation rate of 79.2 and 75.6%, respectively. The White Dorper popula-
tion showed the lowest allocation value (51% in cluster 1) with statistical significance (P> 0.05).
The highest significant attribution proportion was 64.6% in cluster 4 for the Pantaneiro group.

The genetic structure of populations was analyzed using Bayesian statistics with the aid
of the Structure program. The grouping of K =5 (Figure 2) corresponds to the real K, according
to the methodology proposed by Evanno et al. (2005), where there were complex patterns of
miscegenation for all populations analyzed. The diagram showed similarity between populations
of Hampshire Down and Suffolk, and between the breeds Bergamacia and White Dorper. In spite
of having a lower proportion than the other groups, the Bergamacia and White Dorper breeds
seemed to share the same gene pool. There appeared to be miscegenation in the Pantaneiro breed.

Figure 2. Individual grouping of 195 sheep from seven different populations analyzed by Bayesian statistical
method using the Structure program. Each animal was represented by a vertical line divided into segments classified
according to size and color, corresponding to the relative proportion of the genome of the animal concerning the
population inferred by the program. Different populations were separated by black lines.
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DISCUSSION

The Pantaneiro breed showed greater allelic richness when compared with the other
study populations (Table 2). The introduction of sheep in South America occurred simultane-
ously with colonization, and the effective population size is in the process of formation. The
high levels of diversity found in the different populations studied may be related to the fact that
selective pressure, coupled with miscegenation, led to the introgression of genes in the popu-
lations. However, animals in the Dorper population, which were subjected to a consolidated
process of genetic improvement, showed lower allelic richness and observed heterozygosity.

The results of the present study are consistent with those observed by Gornas et al.
(2011) and Alvarez et al. (2012), who also found low variability and H,, in specialized sheep
breeds. Therefore, the Pantaneiro breed may constitute an important reservoir of genetic diver-
sity, and may be useful in breeding programs and genetic management of herds.

The eight microsatellite loci were considered multi-allelic for the Pantaneiro breed
(Table 2). Considering the animals genotyped, the population parameters related to average
number of alleles (9.25), H, (0.63), H, (0.72) and AR (6.95) were considerably higher when
compared with results from the other populations in study. The population parameters ob-
served in the present study were also higher than those observed in other sheep breeds, both
locally adapted, and exotic, from Spain (Calvo et al., 2011), India (Arora et al., 2011), Italy
(Lasagna et al., 2011), and Cuba (Alvarez et al., 2012).

Tolone et al. (2012) found very similar results when analyzing five Sicilian sheep
breeds with 20 microsatellites (average of 10.95 alleles per locus for the native sheep Pinzirita).
Baumung et al. (2006) reported an average of 15 alleles, when 25 microsatellite markers were
genotyped in 11 Austrian breeds. Although estimates of the average number of alleles may vary
according to each marker under study, it can be inferred that the genotyping method used in the
present study revealed that the Pantaneiro population had relatively high levels of genetic diver-
sity. There may be rare alleles in the current population, which can be useful in future breeding
programs, if related to resistance characteristics and environmental adaptability.

The higher number of marker loci in HWE found for the Pantaneiro, Bergamacia and
Hampshire Down populations may be explained by the fact that these animals are not derived
from controlled crosses (breeding programs). However, the White Dorper was the only popu-
lation that showed no marker in HWE. This result may be due to the small sample population
(15 individuals), and due to the population being consolidated with planned genetic crosses
established from breeding programs. Several studies using locally adapted or native breeds
confirmed that these breeds have more number of loci in HWE when compared to more spe-
cialized breeds (McManus et al., 2010; Paiva et al., 2011a; Tolone et al., 2012).

It can be seen from the dendrogram (Figure 1) that populations with possible common
ancestry were more closely related, as well as Suffolk, Hampshire Down and Ile de France.
This fact can be explained by the sharing of common alleles of the same ancestor of European
origin (Southdown) (ARCO, 2013), providing genetic similarity and closeness, as indicated in
the graph by the Neighbor-Net method. The Pantaneiro breed was positioned medially in the
graph, demonstrating that it is a locally adapted breed, which may show miscegenation with
the other populations analyzed, but is genetically distinct.

AMOVA results showed that the variation between populations was high (Yeh, 2000)
and significant, with fixation index (¥, = 0.13). On the basis of this criterion, it is possible
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to infer that each of the populations under study may be considered an independent genetic
group. Therefore, the OPT breed may be considered different from the other populations stud-
ied, even if there is a degree of miscegenation with other breeds raised in the region (Figure
2 and Table 2).

The number of populations, as well as the population structure generated by the Struc-
ture program (Figure 2), also confirmed that the Pantaneiro breed is genetically distinct. Al-
though there is a sharing of alleles with other populations inferred, and the number of markers
used was insufficient to distinguish all breeds studied, the present study is the first to char-
acterize the Pantaneiro breed. From the perspective of accreditation of this population as a
distinct breed, the present results were very satisfactory, being consistent with the history of
the populations analyzed.

The results observed in the matrix of genetic differentiation, and the analysis per-
formed by the Structure program, indicated that Hampshire Down and Suffolk populations
have a high degree of similarity (0.06). This can be explained by the formation process of the
populations, determined by common ancestry, due to their similar function in the sheep indus-
try and supposed racial admixture (Blackburn et al., 2011). In a meta-analysis performed by
Paiva et al. (2011b), association among these populations was also confirmed, grouping them
into the same cluster.

According to Table 5, it is possible to observe that in genetically homogeneous breeds
or populations, tests for individual allocation are more effective. Possibly, better results would
be obtained by increasing the number of markers, enabling the use of these tests for the com-
position or genetic management of populations of Pantaneiro sheep.

Selected genes over generations among groups of naturalized animals provide greater
adaptive value to tropical conditions in comparison to artificially improved breeds. These
genes will be useful if the climate change predicted for the coming years is considered. This
research demonstrates the importance of exploiting the potential of the genetic diversity found
in locally adapted herds. Although exotic breeds are considered to be of high performance,
they also have reduced productivity because of their inability to properly adapt to the climatic
conditions and breeding and management systems used in Brazil. The introgression of genes
between these populations may generate sheep whose overall average productivity and rustic-
ity may be greater than those of their parents.

The seven sheep populations studied may be considered genetically distinct. The
breed showed higher genetic variability when compared to the other groups studied. This fact
indicates the importance of conserving the Pantaneiro breed, which may possess rare alleles
that are economically important to the genetic improvement of sheep.
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Background: The aim of the present study was to assess the genetic diversity of Pantaneiro sheep, using
microsatellite markers, in order to assist maintenance and management plans, enhance mating systems and
reduce the inbreeding rate. A total of 127 animals were genotyped at eight microsatellite loci. They belonged
to populations from the Experimental Farm of the Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD)
(Dourados/MS/Brazil) and Embrapa Pantanal (Corumba/MS/Brazil).

Results: The population of Pantaneiro sheep from the UFGD exhibited a high mean number of alleles (11.13) and
allelic richness (10.66). The polymorphic information content was highly informative in the locus studied,
resulting in a mean value of 0.71. Observed heterozygosity was lower than expected for all molecular markers
assessed. The analysis of molecular variance showed a differentiation rate of 5.2% between populations.
Conclusions: The results of the statistical parameters indicated that populations of Pantaneiro sheep require
special attention on herd management, and it's further necessary to implement breeder exchange programs in
order to preserve the genetic variability of these populations. Furthermore, the maintenance of those
populations in their typical habitats is rather required to allow different responses from the herds to the
interactions between genotype and environment.

© 2014 Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. Production and hosting by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The genetic group of sheep adapted to the conditions of the
Pantanal of the state of Mato Grosso do Sul in Brazil [1] is known
as the Pantaneiro sheep. They can be used as an animal genetic
resource to improve sheep production for meat and milk in this
state. Females of this breed have no reproductive seasonality and
are an important role in the performance of their lambs during
the period from birth to weaning [2,3]. Lambs have a satisfactory
productive potential, in terms of carcass traits and meat quality
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[3,4]. In addition, Pantaneiro sheep produce wool, which can be
used as feedstock in regional craftwork.

Native Brazilian sheep breeds are characterized by rusticity and
adaptability to tropical and subtropical areas within Brazil. Gomes et
al. [1] stated that the Pantaneiro sheep exhibit a combination of alleles
of wool and woolless sheep breeds from southern and north-eastern
regions of Brazil. These animals are phenotypically similar to each
other, but differ from other breeds bred in Brazil. Currently, the
Pantaneiro sheep is widely diffused in several isolated farms in the
state of Mato Grosso do Sul. They live for a long time in Pantanal
region and surely faced natural selection mechanism without going
through breeding programs. This fact confirms that these sheep are
locally adapted [2].

Molecular genetic markers, such as microsatellites, can complement
morphological and productive information about genetic resources,
contributing to an increase in the efficiency of processes of genetic
diversity and genetic purity analysis. In addition, they are able to
generate information for the planning of crossings and the selection of
genotypes in genetic breeding programs [5]. Microsatellites are
suitable for studies of both genetic variability and parentage tests.
These markers are co-dominant and frequently have an expected
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heterozygosity above 0.7, which enables discrimination between
individuals. Due to the specificity of the PCR assays associated with
the high polymorphic content of these markers, it is possible to
determine the identity of individuals based on estimates derived from
allelic frequencies.

Assessments of genetic diversity using microsatellite markers have
become an important tool for conservation programs and those
involved in the genetic breeding of animal herds in conservation
nuclei. The aim of the present study was to assess microsatellite
markers, in terms of characterizing and determining genetic diversity
for conservation and management, in order to enhance the mating
system and reduce consanguinity in populations of Pantaneiro sheep.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Blood samples were collected from 127 animals by jugular
venipuncture from each animal using 4.5 mL collection tubes
(Vacutainer®) for the genomic DNA extraction, from two conservation
nuclei of Pantaneiro Sheep. The conservation nuclei were located on
the Experimental Farm of the Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) in the city of Dourados/MS (64 female and 5 male),
using a herd formed approximately eight years previously with
animals from the ANHANGUERA-UNIDERP Sheep Technological Center
in Campo Grande/MS. The other was located at Embrapa Pantanal (47
female and 11 male), using a herd formed approximately 5 years
previously, with animals from different places of the Pantanal plain of
Corumba/MS, Brazil.

2.2. Microsatellite loci

Genomic DNA was extracted from blood using 300 L of blood which
were incubated in microtubules at 60°C with 3 pL of proteinase K
(20 mg = pL) and 500 pL of 20% SDS (sodium dodecyl sulfate);
chloroform (800 pL) and a protein precipitation solution (350 pL)
were subsequently added. The microtubules were centrifuged
(14,000 rpm) for 10 min and the supernatant transferred to another
microtube. One mL of 100% ethanol was added to the pellet and it was
centrifuged again, followed by another washing of the precipitate in
70% alcohol. After drying the pellet, 50 pL of TE buffer (pH 8.7) with
RNase (10 ng = pL) was added. The material was incubated at 37°C
for 1 h and stored in a freezer at 20°C. The quantity and purity of the
genomic DNA samples was determined using a spectrophotometer
(NanoDropND-2000 UV-vis).

PCR reactions were performed for 8 microsatellite loci (CSRD247,
HSC, OarAE129, MAF214, OarFCB304, OarCP49, SPS113, and D5S2)
including those proposed by the Ministry of Agriculture Herds and
Provisions of Brazil (MAPA) [6] and markers recommended by the
International Society for Animal Genetics (ISAG) [7]. Reactions were
performed using a multiplex fluorescent system, with all markers
included simultaneously. The PCR was performed in a final volume of
10 pL, containing: 3.6 L of ultrapure water; 1.5 pL of 10x PCR bulffer;
1.5 pL mix of primers; 50 mM MgCl,; 10 mM dNTPs; 0.4 pL Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen) and 3.0 pL of template DNA (50-
100 ng). Negative controls were used to monitor the reactions. The
PCR were realized in thermocycler (Applied Biosystems®), and the
thermal profile used was initial denaturing for 7 min at 95°C, followed
by 40 cycles of 30 s at 95°C, annealing at 63°C for 90 s and elongation
at 72°C for 60 s. A final extension step was performed at 72°C for
30 min. At the end of the amplification, the samples were stored at 4°C.
Denatured amplicons were subjected to capillary electrophoresis in a
MegaBACE™ 1000 DNA Analysis System (GE Healthcare, USA). Then, a
solution with TWEEN and molecular weight marker ET-400 (GE
Healthcare) was prepared. Each sample subjected to electrophoresis
was composed of 0.3 pL. ROXsize standard, 7.7 L TWEEN 20 a 0.1% and

2 pL of the amplified product. Samples were denatured for 3 min at
94°C and cooled on ice. Sample injection was performed at 3 kV for
80 s and the electrophoresis run was performed at 8 kV for 80 min.
Genotyping results for allele discrimination were visualized in the
Fragment Profiler program, version 1.2 (GE Healthcare).

2.3. Data analysis

Allele frequency, private alleles and parameters of locus diversity
(expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (Ho),
polymorphic information content (PIC), Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) and allelic richness (AR)) were estimated for all microsatellites
using the CERVUS 3.0 [8], Microssatelite Tookit, GenAlEx [9] and
FSTAT [10] software programs.

Estimates for the inbreeding coefficient (Fis) and population
structure were assessed by analysis of molecular variance (AMOVA),
using the Arlequin program [11].

The pairwise genetic distances between all individuals were
estimated by the logarithm proportion of shared alleles (Dps) [12]
using the MICROSAT program [13]. The Neighbor joining method (NJ)
[14] was used to build a phylogenetic tree based on the genetic
distance matrix, with the aid of the PHYLIP computational package
[15] and TreeExplorer 2.1.2.

Based on the results of the genotypes of eight microsatellites, the
animals were grouped in a given number of populations and
probabilistically placed into groups inferred by Bayesian analysis,
using the STRUCTURE program [16]. The tests were performed using
an admixture model, in which the allelic frequencies were correlated.
The programs were set to distinguish samples from two different
populations. In order to select the appropriate number of inferred
populations, several analyses were conducted with K (number of
populations inferred) ranging from 2 to 5, a total of 300,000
interactions (burn-in period of 3000) and three independent
replications for each analysis. The real K values were inferred from the
magnitude of AK and given as a function of K, using the Structure
Harvester program [17], according to the model proposed by Evanno
etal. [18].

3. Results

Table 1 displays the descriptive statistical analysis of the eight
microsatellites for the populations of Pantaneiro sheep studied (127
genotyped animals). All loci exhibited polymorphism resulting in a
total number of 100 alleles. The mean number of alleles per locus was
12.5 (ranging from 7 to 21 for the SPS113 and OarCP49 markers,
respectively). The loci OarAE129 and SPS113 were in the Hardy-
Weinberg equilibrium when populations were analyzed together.
However, sheep from Pantaneira Corumbé had shown greater number
of markers in equilibrium (D5S2, OarFCB304, OarAE129 e MAF214),
when compared to those from Pantaneira UFGD (MAF214 e OarCP49).

The polymorphic information content was highly informative for all
loci in the studied populations (overall mean of 0.71). The population of
Pantaneiro sheep from the UFGD recorded a higher mean number of
alleles per locus (11.13) and private alleles (4.50), as well as greater
allelic richness (10.66), genetic diversity (0.73) and observed
heterozygosity (0.67) than the population from Embrapa Pantanal.
Considering that Fis values are associated with higher homozygosity,
the results of the present study indicate that the inbreeding coefficient
(Fis) was higher for the Embrapa Pantanal population (0.11) than for
the UFGD population (0.09) (Table 2). Among the eight analyzed loci,
the population from Embrapa Pantanal showed greater number of loci
(4) compared to those from UFGD population (2).

The AMOVA revealed differences (5.2%) between the populations of
Pantaneiro sheep studied. The estimates of genetic differentiation based
on Fst were significant (P < 0.002). The individual dendrogram of both
populations was built using the Neighbor joining method, based on
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Table 1

Microsatellite genetic variation in populations of Pantaneiro sheep.
Locus N Ho He PIC Fis HWE F (null)

Pantaneiro sheep (n = 127) CDR247 13 0.80 0.80 0.76 -0.01 NS -0.01

D5S2 9 0.60 0.60 0.56 0.00 NS -0.01
HSC 15 0.77 0.85 0.84 0.10 NS +0.05
MAF214 9 0.54 0.58 0.81 0.06 NS +0.02
OarAE129 12 0.40 0.69 0.72 0.42 o +0.26
0OarRCP49 21 0.72 0.78 0.76 0.07 NS +0.04
0arFCB304 14 0.60 0.73 0.68 0.18 NS +0.10
SPS113 7 0.58 0.65 0.60 0.11 o +0.07
Mean (SD) 125 4+ 440 0.62 + 0.13 0.71 + 0.09 0.71 + 0.09 0.12 + 0.09 2 0.06 + 0.05

Number of alleles per locus (N), observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), polymorphic information content (PIC), inbreeding coefficient (Fs), Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) and F (null) frequency of null alleles. NS — Not significant. *** At equilibrium P < 0.001.

the estimated distance as a function of allelic sharing between all
animals. Most of the animals were grouped within their population in
the dendrogram, although there were a number of exceptions (Fig. 1).

Table 3 shows the proportions of each population attributed to the
two groups inferred by the STRUCTURE program, with minimal
variance.

The genetic structure of populations was analyzed using Bayesian
statistics and the STRUCTURE program, with increasing numbers of
populations inferred by the program itself. The K = 2 (Fig. 2)
corresponds to the K inferred by the Structure Harvester program,
according to the methodology proposed by Evanno et al. [18], in
which both populations of Pantaneiro sheep were visualized by
complex patterns of miscegenation and the similarity between them.

4. Discussion

Data in the present study provides preliminary evidence of the
genetic variation of animals belonging to the genetic group of
Pantaneiro sheep from two different conservation nuclei in the state
of Mato Grosso do Sul, Brazil. The marker analysis indicated that eight
loci of microsatellites were considered informative in the analysis of
characterization and genetic diversity of Pantaneiro sheep, since they
exhibited more than four different alleles per loci [19].

The mean number of alleles per loci was 12.5, which can be
considered high when compared with other studies that assessed
these markers in ovine breeds [20,21,22]. This finding demonstrates
that there is a high variability in the population of Pantaneiro sheep,
which can be observed in other locally adapted breeds [23,24],
thereby indicating that until now, the population has been exposed to
a low artificial selection.

The averages of H, (0.62) were lower than that of He (0.71),
which indicates a higher quantity of homozygote and increased
heterozygosity, reinforcing the need for studies of genetic
management in the herd. The microsatellite markers used for the
Pantaneiro sheep were considered highly informative, exhibiting a
PIC ranging from 0.56 to 0.84 and a mean value of 0.71 when
analyzed together [25]. Arora et al. [26], Santos-Silva et al. [27] and
Yilmaz and Karaca [28] obtained PIC values similar to those of the

Table 2

Genetic diversity of populations of Pantaneiro sheep.
Populations N ANA Hp He PA Fis AR GD HWE
UFGD 69 11.13 067 074 450 0.09° 1066 073 2
Embrapa Pantanal 58 800 057 064 137 0.11° 790 064 4

Number of animals (N), average number of alleles (ANA), observed heterozygosity (Ho),
expected heterozygosity (He), mean of private alles (PA), inbreeding coefficient (Fjs),
allelic richness (AR), genetic diversity (GD), loci number in Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE).

* P <0.003.

present study, indicating the genetic efficiency of these markers in
studies about Pantaneiro sheep genetic diversity.

Among the studied markers, only two showed to be in HWE
(0arAE129 and SPS113) when Pantaneiro sheep populations were
analyzed together. The marker OarAE129 showed the largest
difference between observed and expected heterozygosity. A
significant deviation observed for this marker may be explained by
unobserved null alleles leading to high F;s values. Nonetheless, when
the same populations were analyzed separately, the Pantaneiro sheep
from Embrapa displayed a high number of loci in equilibrium.
Probably, this event is related to the different Fis detected in the herds
studied, which could be related to differences on the handling of
animals, i.e. Pantaneira Corumba population may have gone through
processes of artificial selection and breeding programs distinct of
those faced by UFGD herd (Table 1).

The different levels of inbreeding found between the Pantaneiro
sheep populations (UFGD and Embrapa) could be related to the
mating system (UFGD offers a continuous replace of breeders while in
Embrapa it's nonexistent) adopted in different herds. Considering that
the reproductive management of these animals is based on
phenotypes (herds are constituted of genetically related individuals)
and the fact that there is a small number of breeding males, the
utilization of molecular tools based on genotypes could enhance the
genetics of herds.

The genetic analysis of both Pantaneiro sheep populations
demonstrated heterozygosity, an average number of alleles, private
alleles, allelic richness, as well as high genetic diversity (Table 2). This
is due to the genetic variability found in herds with few management
interventions, as was the case in the herd of the present study.
Therefore, it is essential to maintain the stock of genetic resources in
order to conserve the diversity in locally adapted herds [29,30,31].

(Rad= Pantmsiro shagp fiom UFGD, and Blos= Patsmeiro shasp fom Embeapa Pantanal)

Fig. 1. Individual phylogenetic dendrogram, based on the Neighbor joining method, with
the populations of Pantaneiro sheep.
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Table 3

Number of individuals (N) per population and proportion of association of each
population in each of 5 groups inferred by the program Structure. Associations greater
than 0.5 are in bold.

Populations Inferred clusters

1 2 N
UFGD 0.360 0.640 69
Embrapa Pantanal 0.682 0.318 58

Similar data have been reported by Baumung et al. [20] and Tolone et al.
[32] when studying naturalized breeds.

Animals from the UFGD population exhibited higher values for
genetic diversity, the mean number of alleles and allelic richness than
the Embrapa population. This result confirms the formation and
management of two conservation nuclei. The UFGD herd was formed
from different herds. Mating exchanges from different areas of the
Pantanal region are common. Conversely, the Embrapa herd contained
a small number of males and was isolated for a long time. Therefore,
new males are needed in order to minimize the inbreeding coefficient
between populations. Furthermore, the maintenance of those
populations in their typical habitats (UFGD — Regido de Cerrado/Mata
Atlantica e EMBRAPA — Regido do Pantanal) is rather required to
allow different responses from the herds to the interactions between
genotype and environment.

The findings reported above could be associated with the
differentiation results of the populations analyzed, where a significant
level of genetic variation (i.e. 5.2%) was observed (P < 0.002; AMOVA)
between Pantaneiro sheep populations. In addition, a recent evolutive
process, caused by genetic derivatives and geographical distance,
could be included as a cause of this genetic differentiation.

Based on the individual phylogenetic dendogram from individuals of
both populations, it was possible to observe that most of the animals
belonging to the same population were grouped in the same cluster,
although some animals did not follow this pattern (Fig. 1). Santos-Silva
et al. [27] studied 6 Portuguese native breeds (Algarvia, Badana, Galega
Bragancana, Galega Mirandesa, Mondegueira and Churra da Terra
Quente) and observed that animals from the same population shared
the same cluster through the utilization of microsatellites markers. This
result could be used to assist management programs for genetic
resources aiming to increase genetic variability.

The number of populations, as well as the population structure
generated by the STRUCTURE program (Fig. 2), also confirmed that
both populations are similar and have a common cluster pattern that
shares alleles with few differences. This may be due to genetic
derivatives and different management and selection processes. On
Table 3 it is possible to observe that in genetically homogeneous
populations, tests for individual allocation are more effective. Possibly,
better results would be obtained by increasing the number of markers,
enabling the use of these tests for the genetic management of
populations of Pantaneiro sheep.

UFGD

Embrapa Pantanal

Fig. 2. Individual grouping of 127 Pantaneiro sheep populations from the UFGD and
Embrapa, analyzed by the Bayesian statistical method using the STRUCTURE program.
Each animal was represented by a vertical line divided into segments classified by size
and color, corresponding to the relative proportion of the genome of the animal
concerning each group.

In conclusion, the results of the present study indicate that attention
should be given to the genetic management of Pantaneiro sheep herds.
The population of Embrapa Pantanal has a lower allelic richness and
high Fjs value indicating a high level of inbreeding. These results are
due to the inexistence of a reproductive management and exchange or
introduction of new individuals. The UFGD population had lower
inbreeding coefficient and superior results of genetic diversity and
richness, the management of this herd needs to be taken care of so
that these values do not decline over the years. Furthermore, we
suggest genotype analyzes including Pantaneiro herds from distinct
conservation sites. It is suggested that studies should be conducted in
order to implement a genetic management of these valuable genetic
resources by inserting in this context exchange between different
breeding herds that have different origins. These measures will assist
maintenance and improve the genetic base of these animal groups,
enabling the conservation of herds with a high genetic diversity in the
region.
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