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RESUMO

BARBOSA, B.L. Diversidade genética de populacdes de ovinos Santa Inés no
Meio-Norte do Brasil com marcadores de base Unica (SNPs). 2015. Dissertacédo
(Mestrado em Genética e Melhoramento), UFPI, Teresina, 2015.

Os ovinos da raca Santa Inés destacam-se em quase todas as regides do Brasil por
seu potencial adaptativo e reprodutivo. Embora a raca tenha registrado baixos
indices produtivos, sabe-se que a mesma apresenta alto potencial genético. Porém,
a busca de resultados imediatos faz com que diversos produtores realizem
cruzamentos destes animais com racas exoéticas, popularmente mais produtivas.
Visando a conservacdo da raca Santa Inés e a aplicacdo deste patrimoénio genético
em futuros estudos de melhoramento, torna-se necessario avaliar a diversidade
genética dos rebanhos disponiveis. Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo
avaliar a diversidade genética de ovinos puros da raca Santa Inés em fazendas do
Piaui e Maranhéo, utilizando o chip de alta densidade BeadChip OvineSNP50 da
lllumina. Dos 54.241 marcadores de base Unica (SNPs) disponiveis, foram
selecionados 0s que passaram no teste para equilibrio de Hardy-Weinberg
(significancia a 0,05), frequéncia do alelo menor (MAF) > 0,1, GC-score > 0,7, GT-
score > 0,5 e desequilibrio de ligacdo (LD com r? > 0,05), sobrando 1.747 SNPs.
Foram genotipados animais de seis fazendas (uma em Floriano, Pl; duas em Campo
Maior, PI; duas em José de Freitas, PI; uma em Santa Inés, MA). Os dados
observados nos SNPs selecionados indicaram valores médios de heterozigosidades
observada e esperada de, respectivamente, 0,485 e 0,476. As estimativas de
variacdo apresentaram valores negativos para o indice de fixacdo F, porém todos
proximos a zero. O coeficiente de endogamia (Fis) mostrou-se ndo significativo (-
0,023) e a estimativa de numero de migrantes (Nm = 17,258) corroborou para a
hipétese de que os baixos indices de endogamia ocorrem devido ao cambio de
animais entre as fazendas. A maior parte da variabilidade encontrada (95%,
estimada pela AMOVA) esta uniformemente distribuida entre as fazendas. Porém,
por meio da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) e de andlises Bayesianas
para avaliacdo de estrutura populacional, observou-se a presenca de dois perfis
genéticos presentes entre as amostras. A maioria dos animais pertence a um grupo
anico, que apresenta baixa introgressao de material genético. Estes animais foram
observados nos municipios de Floriano e Campo Maior, no Piaui, bem como em
Santa Inés, Maranhdo. Um segundo grupo de animais, encontrado nas fazendas de
José de Freitas, Pl, mostrou material genético mais heterogéneo, podendo haver
cruzamentos destes com outros de regides distintas.

Palavras-chave: Estrutura populacional, Ovino deslanado, microarranjos,
Polimorfismo de base Unica e BeadChip OvineSNP50.



ABSTRACT

BARBOSA, B.L. Genetic diversity of populations of Santa Inés sheep breed in
Mid-North Brazil with single nucleotide polymorphism (SNPs) markers. 2015.
Dissertation (Master/Genetics and Breeding) - UFPI, Teresina, 2015.

The Santa Inés sheep stand out in almost all regions of Brazil for its adaptive and
reproductive potential. Although the breed has registered low reproductive rates, it is
known that it possess a high genetic potential. However, the search for immediate
results has driven many breeders to cross these animals with exotic breeds, usually
more productive. In order to promote the conservation of Santa Inés breed and the
application of this genetic resource in future breeding studies, it is necessary the
evaluation of the genetic diversity of the available flocks. In this context, the aim of
this study was to evaluate the genetic diversity of purebreed Santa Inés sheep on
farms of Piaui and Maranhdo, using the lllumina high-density OvineSNP50
BeadChip. Of the 54,241 single nucleotide polymorphism (SNPs) markers available,
only those that passed the Hardy-Weinberg equilibrium test (0.05 significance level),
minor allele frequency (MAF) > 0.1, GC-score > 0.7, GT-score > 0.5 and linkage
disequilibrium (LD, r? > 0.05) were selected, remaining 1,747 SNPs. Animals from six
farms were genotyped (one in Floriano, PI; two in Campo Maior, PI; two in José de
Freitas, PI; one in Santa Inés, MA). The data obtained from the selected SNPs
indicated average values of the observed and expected heterozygosity, respectively,
0.485 and 0.476. The variation estimates were negative for the fixation index F,
nearing zero. The inbreeding coefficient (Fis) proved to be not significant (-0.023)
and the average number of migrants per generation (Nm = 17.258) corroborated the
hypothesis that the low inbreeding rates are due to the exchange of animals between
farms. The AMOVA showed that most of the variability found (95%) is distributed
uniformly between farms. However, through the Principal Coordinates Analysis
(PCoA) and Bayesian analysis of population structure, it was observed the presence
of two genetic profiles present between samples. Most of the animals belong to a
single group, which exhibit low introgression of the genetic material. These animals
were observed in the counties of Floriano and Campo Maior, Piaui, as well as in
Santa Inés, Maranhdo. A second group of animals, found on farms of José de
Freitas, Pl, showed a more heterogeneous genetic material, enabling the cross of
these animals with others from distinct regions.

Keywords: Population structure, hair sheep, microarrays, single nucleotide
polymorphism and OvineSNP50 BeadChip.
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1 INTRODUCAO

Os ovinos (Ovis aries) foram um dos primeiros grupos de animais a serem
domesticados (RYDER, 1989). Possuem ampla distribuicio em quase todas as
regides do mundo devido a sua grande capacidade adaptativa. Esses animais
servem como fonte de alimento, protecdo e tracdo ao homem e, com o tempo,
passaram por modificacdes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais, através da
selecdo natural e antropica (KIJAS et al., 2012; McMANUS; PAIVA; ARAUJO , 2010;
MARIANTE; CAVALCANTE, 2006; VIANA, 2008).

Introduzidos no Brasil por colonizadores portugueses e espanhdis, esses
pequenos ruminantes foram se adaptando as condi¢cdes ambientais do pais e
adquirindo caracteristicas préoprias, sendo chamadas de racas “Crioulas”, Locais ou
naturalizadas (EGITO et al., 2002). Destacaram-se, inicialmente, na producao
laneira da Regido Sul do pais, até que, em meados dos anos 90, uma crise mundial
da 1&, levou os produtores a investirem na producdo de corte (VIANA, 2008).

Segundo levantamentos do ano de 2013 (IBGE), o rebanho brasileiro é
constituido de 17.290.519 cabecas desses animais, sendo a regido nordestina
representada por 56,53% deste efetivo. Nos estados desta regido, o Piaui ocupa o
terceiro maior rebanho. Dentre as principais racas, destacam-se a Morada Nova,
Somalis Brasileira, Bergamacia, Cariri, Rabo Largo e Santa Inés. Esta Ultima com
grande potencial adaptativo, genético e de porte apreciavel, tendo se expandido
para outras regides do pais (BIAGIOTTI et al., 2015; MACHADO, 2000; SANTOS;
SALLES; VALGUEIRO, 2001).

Os ovinos Santa Inés possuem carne e peles de qualidade. S&o prolificos e
com fémeas com Otima habilidade materna, porém apresentam produtividade
reduzida, o que vem levando produtores a cruzar esses animais com racas
especializadas, visando aumento de producdo. Esses cruzamentos vém sendo
realizados, em sua maioria, de forma desordenada, podendo levar a problemas com
a diversidade genética do Santa Inés (ARCO, 2010; ARCO, 2014; BIAGIOTTI et al.,
2015; CARTAXO et al., 2008; SANTOS; CUNHA; BUENO, 1999; SOUSA; LOBO;
MORAIS, 2003). O planejamento e execucao de programas de melhoramento com
objetivos claros, em conjunto com os produtores e instituicbes de pesquisa, aparece

como uma forma de conservagdo da variabilidade genética desses ovinos, bem
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como fornecer animais com as caracteristicas superiores desejadas (MORAIS,
2000).

Ha varios estudos envolvendo caracteristicas de interesse de racas de ovinos,
incluindo a Santa Inés. Dentre os temas de investigacdo encontram-se morfometria
(BIAGIOTTI et al., 2013; COSTA JUNIOR et al., 2006; McMANUS et al., 2013;
TORRES, et al., 2013), resisténcia a parasitas (COSTA; SIMOES; CORREA, 2011;
SCZESNY-MORAES et al., 2010), teste de parentesco (HEATON et al., 2014),
filogenia (MEADOWS et al., 2007) e estudos de diversidade genética com diversos
marcadores moleculares (CARVALHO, 2013; CORREA, 2013; MARQUES, 2014),
incluindo os de polimorfismo de base Unica (SNPs) (GRASSO et al., 2014; KIJAS et
al., 2009, 2012; OLIVEIRA, 2014; TOLEDO, 2014).

A utilizacdo de marcadores moleculares surge como uma ferramenta para
avaliar a variabilidade existente em animais de relevancia econdémica, podendo visar
o melhoramento genético dos mesmos. O surgimento de novas tecnologias de
sequenciamento, baseadas em microarranjos tem possibilitado a anéalise de grande
guantidade de marcadores em um menor espaco de tempo que 0 sequenciamento
de Sanger, gerando grande quantidade de dados (CAIXETA et al., 2013). Porém,
estudos de diversidade genética, especialmente os relacionados a raca Santa Inés,
com o uso de microarranjos de SNPs sdo ainda escassos.

No presente estudo objetivou-se estimar os parametros de diversidade
genética intra e interpopulacional de ovinos Santa Inés puros, criados no Meio-Norte
do Brasil baseados na utilizacdo de microarranjos de marcadores de base Unica
(SNPs) como forma de ampliar o conhecimento local sobre a raca e, assim,
contribuir para o melhoramento e para a preservacao de sua variabilidade genética

regional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama mundial e nacional da ovinocultura
A espécie Ovis aries foi uma das primeiras a serem domesticadas pelo

homem (RYDER, 1989), tendo provavel origem no Oriente Médio ha
aproximadamente 8000-9000 anos (LEGGE, 1996). Com o tempo, 0 processo de
domesticacdo desses animais levou a mudancas em sua morfologia, fisiologia e
comportamento (KIJAS et al., 2012; MARIANTE e CAVALCANTE, 2006). Sua
criacdo fornecia varios beneficios ao homem como alimento, através da carne e,
mais tarde, pelo leite; além de protecdo e abrigo com o uso da 1a, peles e fibras
extraidas (McMANUS; PAIVA; ARAUJO , 2010; VIANA, 2008).

A criacdo de ovinos, seja para fins econdmicos ou de subsisténcia, tornou-se
presente em quase todos o0s continentes de maneira uniforme, chegando a
aproximadamente um bilhdo de animais, sendo a espécie com maior numero de
racas catalogadas, segundo dados da FAO (2013). A capacidade de adaptacdo a
diferentes climas, relevos e vegetacdes, resultado do processo de domesticacdo e
posterior selecdo, é um dos fatores que possibilitaram esse sucesso em expansao
mundial (KIJAS et al., 2012; McMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010; VIANA, 2008).

Os maiores efetivos de ovinos encontram-se nas regides da China, india e Iré,
seguidos pela Africa, Europa e Céaucaso, que dispdem de 15% do rebanho, e
América Latina e Caribe que representam 8% do efetivo mundial (FAO, 2013).
Australia e Nova Zelandia possuem uma producdo altamente tecnificada o que os
tornam os maiores produtores de carne e la ovina. A Europa tem seus produtos
destinados a fabricacdo de queijos refinados e a América do Sul a producéo de la e
carne de alcance internacional, sendo Argentina e Uruguai os maiores produtores de
|& desse continente (FAO, 2013; VIANA, 2008).

De acordo com o relatério de perspectivas alimentares da FAO (2013), para
0s anos de 2014 a 2015, a comercializacdo de carne ovina se mantém em declinio,
ocupando a quarta posicdo em um ranking em que a carne de aves é o principal
produto comercializado mundialmente (43% do total do mercado), seguido da carne
de bovinos e suinos. A producgéo oriunda de ovinos é considerada de rentabilidade
reduzida para alguns produtores, devido ao investimento com instalacdes,

medicamentos, manutenc¢ao do rebanho e alimentacdo (FERGUSON et al., 2011).
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Do ponto de vista nacional, a ovinocultura teve importancia desde a chegada
dos primeiros animais junto com os colonizadores portugueses e espanhdis na
Ameérica do Sul (EGITO et al., 2002) e foram introduzidos diretamente no Brasil pelo
Paraguai e Argentina (McMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010). Apesar de controvérsias,
0s animais provavelmente introduzidos, posteriormente denominados como racgas,
foram os grupos genéticos Churra, Churra Bordaleira, Merino e Lacha (MARIANTE e
CAVALCANTE, 2006). Esses animais, gradativamente, foram sujeitos a selecao
natural e adquiriram caracteristicas de adaptacdo as condi¢cdes dos diferentes
Biomas do pais de forma mais efetiva que as outras espécies de animais que
também desembarcaram em terras brasileiras. As ragas naturalizadas passaram a
ser chamados de “Crioulas” ou ragas locais (EGITO et al., 2002).

A regido Sul, mais especificamente o Estado do Rio Grande do Sul, destacou-
se com o maior rebanho de ovinos lanados e como o maior produtor de |& (DE ZEN
et. al., 2014). No entanto, em meados dos anos 90, ocorreu a chamada crise da |&,
devido a valorizacéo de tecidos sintéticos pelo mercado internacional e aumento das
terras de cultivo de graos. Esse fato refletiu negativamente na producéo do Estado.
Houve reducdo no nuimero de animais e, consequentemente, isso levou alguns
produtores a desistirem da atividade e seguirem outro rumo econdmico: a producao
de carne (DE ZEN et. al., 2014; VIANA, 2008). Com o0 passar do tempo, os sulistas
voltaram a investir na producéo de 1a de forma menos expressiva, visando também a
producdo de carne. Portanto, destacou-se a busca por animais com dupla aptidao
(DE ZEN et. al., 2014).

A produgéo ovinos de corte se expandiu e a regido Nordeste, antes voltada
apenas a subsisténcia, destacou-se nesse mercado do pais. As condi¢cdes adversas
como temperaturas altas, baixa disponibilidade de &gua, tipo de alimento e o clima
tropical ndo foram obstaculo para a adaptacdo dos animais por terem grande
rusticidade (CODEVASF, 2015; DE ZEN et. al., 2014). Os animais da regido sao,
principalmente, de racas nacionais adaptadas deslanadas, resultantes do
cruzamento com ragas exoticas introduzidas na colonizacdo, e, além do potencial
adaptativo, apresentam boas caracteristicas de carcaca e carne de qualidade
(ZAPATA et al., 2001).

Segundo dados do IBGE (2013), o rebanho brasileiro de ovinos compde
17.290.519 animais. A regido Nordeste apresenta o rebanho mais humeroso dentre

as regides do pais, representando aproximadamente 56,53% do total. A regido Sul,
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historicamente apresentada como grande produtor de 14, atualmente, constitui
apenas 29,99% do rebanho do pais, porém ainda destaca-se como o segundo maior
namero de animais do género. Bahia, Ceara, Pernambuco e Piaui possuem o0s
rebanhos de maior representatividade no Nordeste (MAPA, 2015). O Piaui é quarto
nessa regido em numero de ovinos com 1.205.232 cabecas. O Estado do Maranh&o
dispde de 233.090 ovinos desse efetivo regional, sendo o sétimo no ranking (IBGE,
2013).

Mesmo sendo a regido com 0 maior nUmero animais, a producao de ovinos &
baixa, devido ao fato de ser mais voltada a subsisténcia da populacdo do que a um
sistema com finalidades de producdo. Além desse fator, podem ser citados o
pequeno tamanho das propriedades, baixa disponibilidade de forragem no periodo
seco, aliados ao baixo potencial produtivo dos rebanhos e de praticas pouco
adequadas de manejo alimentar, reprodutivo e sanitario (GUIMARAES FILHO;
ATAIDE JUNIOR, 2009).

De acordo com dados da Anualpec (Anuario da Pecuaria Brasileira) de 2013,
a producdo no Nordeste apresentou um incremento de 23%, no Norte 54% e
Sudeste com 56%. Mesmo com esse aumento, a produtividade de carne ovina ainda
é deficitaria e ndo atende ao mercado interno, que consome aproximadamente 204
mil toneladas por ano, sendo a producdo nacional de apenas 174 mil toneladas,
segundo dados da Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Nesse
contexto, o Uruguai apresenta-se como o principal exportador de carne desse tipo
ao Brasil, como também a Argentina, tendo os precos mais razoaveis, além de maior
qualidade (ANUALPEC, 2013; DE ZEN et al., 2014).

Visando aumento de produtividade dos rebanhos de forma répida, alguns
produtores realizam cruzamentos com racas exoéticas sem um sistema de
melhoramento genético definido. Esse processo vem sendo conduzido sem a
cautela necessaria e sem um planejamento para manter o equilibrio no nimero de
animais nas populacbes de abate. Consequentemente, podem haver prejuizos
futuros relacionados a caracteristicas como adaptabilidade, sustentabilidade e
qualidade dos produtos oriundos do animal. E necessario o investimento em
organizacdo de gestdo, integracdo de produtores, industrias e a participacdo de
orgdos de pesquisa para melhor conducdo de um programa de melhoramento
genético animal que foque também na conservacdo do patrimdnio genético do pais
(MORAIS, 2000).
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2.2. Ovinos Santa Inés
Em meados dos anos 90, devido a crise da 1&, a ovinocultura de corte

comecou a despontar no mercado brasileiro, em detrimento da producdo mista e
laneira. Reprodutores de ragcas especializadas na producdo de carne como a
Hampshire Down, Suffolk, llle de France e Texel comecaram a ser importadas pelos
criadores de animais da raca Corriedale, que possui dupla aptiddo, para gerar
cordeiros mesticos. Outros criadores utilizavam racas exoéticas em cruzamentos
absorventes (MORAIS, 2000). O processo de escolha da raca ideal aos fins de
producdo é o que mais influencia na qualidade e quantidade do produto final
almejado, sendo esta selecdo essencial para se obter alta produtividade em
condicBes ambientais e ecologicamente adequadas, o que ndo € observado em uma
Unica raca apenas (SOUZA; LOBO; MORAIS, 2003).

Nesse contexto, a raga Santa Inés que se desenvolveu nos anos 50 e era
denominada de “pelo-de-boi”, ja se destacava especialmente no Nordeste e
chamava a atencdo de produtores das regifes Sudeste e Centro-Oeste (MORAIS,
2000). Com o tempo, devido a seu potencial adaptativo e reprodutivo, a raga passou
a estar presente em quase todas as regides do pais. Além da grande rusticidade,
eles ainda sdo prolificos, precoces e com boa habilidade materna, no entanto,
apresentam baixa produtividade (ARCO, 2010; ARCO, 2014).

A adaptacdo as condicdes do semiarido nordestino faz que a regido
apresente o maior contingente de ovinos do Brasil. Destacam-se as racas Morada
Nova, Somalis Brasileira, Bergamacia, Cariri, Rabo Largo e Santa Inés (MACHADO;
2000; McMANUS et al., 2014; SANTOS; SALES; VALGUEIRO, 2001). No Piaui, o
Santa Inés apresenta destaque, resultado de sua adaptabilidade, porte e promissor
potencial genético (BIAGIOTTI et al., 2015; CARTAXO et al., 2008).

Os ovinos Santa Inés sdo, provavelmente, resultantes de cruzamentos
intercorrentes entre as racas Bergamacia, Morada Nova, Somalis e ovinos sem raca
definida (SRD) que tiveram origem na Bahia, ap0s periodos de selecdo natural e
selecéo genealogica realizada por criadores e técnicos (ARCO, 2014; PAIVA, 2005).
Porém, ainda € incerto a origem veridica, como afirmam Paiva et al. (2003), que
aproximam a Santa Inés da raca Rabo Largo, e Carneiro et al. (2010), que sugerem
gue o novo porte da raca pode ser devido a cruzamentos com animais Suffolk.

S&o deslanados com pelos curtos e sedosos. Os animais deslanados foram

adquirindo pelos curtos em substituicdo a l1a com o avanco do processo de
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domesticacdo e selecdo, sendo que os lanados tiveram O processo inverso
(JACINTO; SOBRINHO; COSTA, 2004). De acordo com Primo (1999), a
caracteristica deslanada ou com pelos curtos desses animais sugere que tiveram
origem nas regides africanas de Angola e Nigéria. No Brasil, 0os animais com esse
tipo de pelagem séo representados pelas ragcas Morada Nova, Somalis e Santa Inés
(JACINTO; SOBRINHO; COSTA, 2004).

Morfologicamente, o Santa Inés (Figura 1) € identificado pela presenca de
uma cabeca semi-convexa e mocha em ambos os sexos, orelhas longas e em forma
de lanca; tronco forte, grande e comprido, regido dorso-lombar longa e retilinea com
boa cobertura muscular; garupa ampla e comprida, cauda média afinando
proporcionalmente; pernas fortes, firmes e com articulacdes fortes e bons prumos.
As fémeas possuem peso corporal variando de 40 a 90Kg e os machos podendo
atingir até 120Kg. Sdo encontradas com pelagem nas cores vermelha, preta, branca
A; LOBO; MORAIS, 2003).)
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Figura 1 - Fenadtipo do ovino Santa Inés

Fonte: http://www.caprino-ovinocultura.com.br/site/santa_ines.php

Possuem aptiddo para a producdo de carne com pouca gordura e pele de
qualidade (ARCO, 2012, 2014). Para uma producdo de carne de qualidade é

necessario que os produtores disponibilizem manejos nutricionais e sanitarios de
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qualidade, lembrando que essa melhoria do produto final, também é devido a
genética do animal. No Brasil, a carne ovina, em sua maioria, é oriunda de animais
que possuem baixa qualidade de carcaca. (McMANUS et al., 2013), dai a
importancia de estudos genéticos para aprimoramento da caracteristica produtiva
dos rebanhos nessas regiées (McMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010).

Durante a estacdo seca na regido semi-arida, a qualidade do alimento de
animais, incluindo os ovinos, como a forragem é reduzida de forma significativa e a
busca por medidas alternativas se torna interessante (WANDERLEY et al., 2002).
Costa et al. (2012) realizaram um estudo em que a dieta com base em milho de
ovinos da raca Santa Inés foi substituida por palma forrageira (Opuntia ficus indica
Mill) gue é bem adaptada ao solo e clima da regido. Fizeram uma analise, por meio
de um delineamento em blocos totalmente ao acaso, da qualidade da carne. Os
resultados indicaram que houve reducédo no teor de lipidios na carne, o que levou os
autores a afirmarem que a substituicdo alimentar pode ser em 100% para palma
forrageira (fornecendo ainda agua, vitamina A, energia e minerais aos rebanhos),
sem alterar as caracteristicas fisicas e sensoriais dos animais e mantendo a
qualidade do produto.

Os criadores tém realizado cruzamentos de animais de racas nativas, que
apresentam rusticidade, prolificidade e resisténcia a parasitas gastrointestinais,
como a Santa Inés, com racas exoéticas como a Suffolk e llle de France, as quais
apresentam caracteristicas como produtividade elevada, para obterem animais que
produzam, em maior quantidade, carne e peles de qualidade, dentre outras. No
entanto, esse sistema tem sido executado de forma desordenada, o que influencia
no tamanho populacional desse grupo de animais (GUIMARAES et al., 2012). Esses
visam a exploracdo da heterose e pode levar a resultados insatisfatorios e
ameacando a conservacédo da diversidade genética dessa raca por meio da erosao
genética ou, em casos mais severos, a extincdo (BIAGIOTTI et al., 2015; CARTAXO
et al., 2008; DICKERSON, 1970; SANTOS; CUNHA; BUENO, 1999; SOUSA; LOBO;
MORAIS, 2003). Garcia et al. (2009) afirmam que os cruzamentos visando aumento
de produtividade dos animais, devem ser baseados em pesquisas sobre o peso ideal
para abate dos cordeiros e perfis genéticos das racas. O ideal € que esses
cruzamentos ocorram baseados em programas de selecdo com objetivos

estabelecidos (NETO et al., 2010), podendo assim ndo sé resultar na obtencéo de
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produtos com as caracteristicas sugeridas, mas também na preservacdo da
diversidade existente nos animais.

Sabendo da importancia de ovinos como o0 citado aqui para o
desenvolvimento do pais, estudos de conservacao de recursos genéticos, de manejo
sanitario, controle de verminoses, caracterizacdo fenotipica e molecular, dentre
outros, sao essenciais para um maior conhecimento e manutencdo do patriménio
genético. Estudos de variabilidade genética das racas de ovinos sdo fundamentais
para se conhecer a situacdo genética dos mesmos, informando tamanho da
populacdo, taxas de endogamia, filogenia, caracteristicas relacionadas a doencas
como as verminoses, entre outras. Nesse contexto, e devido a importancia dos
ovinos Santa Inés como fonte de variabilidade genética, analises com marcadores
de alta cobertura do genoma, como 0os SNPs se mostram importantes para um maior
conhecimento da espécie, bem como para a elaboracdo de estratégias de
conservacao das caracteristicas da raca.

2.3. O uso dos marcadores moleculares em estudos genéticos
Com o desenvolvimento de técnicas do DNA recombinante e marcadores

moleculares, pode-se incrementar a formacdo de gendtipos superiores com
informacdes oriundas diretamente do DNA (COUTINHO, ROSARIO; 2010).
Marcador molecular é todo e qualquer fen6tipo molecular proveniente de um gene
expresso ou de um segmento especifico do DNA, que diferenciam dois ou mais
individuos, sendo herdados geneticamente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;
MILACH, 1998). Os marcadores moleculares sdo numerosos e facilmente
detectados no genoma (GRIFFTHS, 2005) e sua associacdo a técnicas tradicionais
como a selecao fenotipica, auxiliam no melhoramento animal (DONATONI, 2012).

Os principais marcadores moleculares utilizados em analises zootécnicas séo
0s RFLP (Restriction Fragment Lenghth Polymorphism), os microssatélites e, mais
recentemente, os SNPs (Single Nucleotide Polymorfism ou Marcadores de Base
Unica). O desenvolvimento facil da técnica, avaliagdo eficaz, interpretaciio e analise
dos dados sao caracteristicas fundamentais a serem avaliadas para a escolha do
marcador molecular mais adequado a pesquisa a ser desenvolvida (CAIXETA et al.,
2013).

Os marcadores de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricao

ou RFLP foram os primeiros a serem utilizados em estudos de interesse zootécnico,
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no inicio dos anos 80 (CAETANO, 2009), além de também pioneiro como marcador
baseado em hibridizacdo (CAIXETA et al., 2013). S&o codominantes e baseiam-se
na utilizacdo de uma ou mais enzimas de restricdo para 0 corte em pontos
especificos da sequéncia de DNA gerando fragmentos de tamanhos diferentes,
representando a presencga e auséncia de sitios de reconhecimento de enzimas de
restricdo em individuos distintos (BOLSTEIN et al., 1980; CAIXETA et al., 2013;
FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; GRIFFITHS, 2005).

Mesmo sendo abundantes no genoma, possibilitando a localizacdo de um
maior numero de loci polimérficos com elevada robustez, € uma técnica demorada,
com vdérias etapas de execucdo e que ndo possibilita automacdo, impedindo a
geracdo de grande quantidade de dados, além de cara e que exige uma sonda
especifica para a hibridizacdo, como também alta quantidade e qualidade do DNA
(BOLSTEIN et al., 1980; CAIXETA et al., 2013). Utilizado para estudos de identidade
genética e variabilidade, mapeamento comparativo e testes de paternidade
(FALEIRO, 2007). Observa-se pouca utilizacdo dos mesmos, atualmente, devido ao
advento de marcadores com técnicas menos dispendiosas e com maior quantidade
de dados e amostras genotipadas por analise, o que agiliza a obtencdo de
resultados.

Outro marcador codominante utilizado em pesquisas genéticas sdo 0s
microssatélites, também chamados de SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR
(Short Tandem Repeats) que sao definidos como regides dispersas do genoma
compostas de numeros variaveis de repeticdes in tandem, de um a seis pares de
base, sendo as mais comuns (CA)n. Caracterizam-se por serem altamente
polimorficos, com sequéncias flanqueadoras da mesma espécie sendo geralmente
conservadas, com alta taxa de mutacdo e geralmente multialélicos, sendo bastante
abundantes e distribuidos nos genomas de eucariotos, com reprodutividade e
simplicidade do uso de PCR (CAIXETA et al. 2013; TAUTZ, 1989).

Os primeiros mapas genéticos de interesse zootécnico foram construidos com
microssatélites (COUTINHO; ROSARIO 2010). Contudo, esses marcadores
requerem a construcao de uma biblioteca genémica, sequenciamento e desenho de
primers, 0 que torna o trabalho mais demorado, caro e trabalhoso (BRAMMER,
2000; CAIXETA et al., 2013). Atualmente, as sequéncias disponiveis em bancos de
dados permitem a confeccdo de primers especificos de forma menos laboriosa.

Possuem aplicacdo em estudos de identidade genética, variabilidade dentro uma
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espécie e em testes de paternidade, bem como na identificacdo de QTLs, analises
de bancos de germoplasma, na Selecdo Assistida por Marcadores e estudos de
selecdo gendmica ampla (CAIXETA et al., 2013; FALEIRO, 2007).

Com o0s avancos tecnologicos e o desenvolvimento do sequenciamento
automéatico possibilitou-se a detec¢cdo de um tipo de marcador molecular de alto
desempenho, eficiéncia e custos baixos, os SNPs. Juntamente com as pequenas
mutacOes indels (insercbes e delecdes), os SNPs representam a forma mais
frequente de variacdo genética natural, geralmente, na maior parte dos organismos,
e, desta forma, sendo muito utilizados como uma nova geragao de marcadores

moleculares com diversas aplicacdes (CAIXETA et al., 2013).

2.4. Marcadores SNP
SNPs sao definidos como polimorfismos de um Unico nucleotideo de uma

sequéncia de DNA. Envolvem a substituicdo, adicdo ou delecdo de um nucleotideo,
apresentando como base molecular as mutacbes de ponto, especialmente as
transicbes e menos frequentes, as transversdes. Podem ocorrer em regides
codificadoras, mas na maioria das vezes sdo observados em regides intergénicas,
sem fungao determinada (CAETANO, 2009; CAIXETA et al., 2013). A alteracdo de
um nucleotideo s6 pode ser considerada SNP se estiver presente em mais de 1% da
populacao, se ndo, constitui uma mutacao ao acaso (BROOKES, 1999).

Os polimorfismos de base Unica estdo distribuidos de forma abundante por
todo 0 genoma, ou seja, com alta variabilidade genética. Possuem a vantagem de
serem mais estaveis que os outros marcadores, porém pouco informativos por
serem geralmente bialélicos (dois alelos por locus), o que requer a utilizacdo de uma
grande quantidade desse marcador para o seu estudo em analises genéticas. Uma
outra vantagem é a sua possibilidade de automacédo, que permite a andlise de uma
grande quantidade de individuos e de marcadores (ultra-highthroughput genotyping),
utilizados na localizacdo de QTL (Quantitative Trait Loci (CAIXETA et al.,, 2013;
REGITANO; VENERONI, 2009), os quais dado origem aos principais fenotipos de
interesse econdmico.

Aplicam-se em estudos de filogenia e mapeamento genético de
caracteristicas de interesse, de haplétipos e associativo com base no desequilibrio
de ligacdo de alta resolucdo (LEE et al., 2006), além da analise de estrutura

populacional, e selecdo assistida por marcadores. Possuem grande aplicacdo na
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andlise genética de doencas de caracteristicas complexas e usos em
farmacogendmica e dermatogenética, e, mais recentemente, tém sido utilizados em
testes de parentesco em gado e ovinos e estudos de associacdo e selecdo
gendmica ampla de varias espécies de animais domésticos (CAIXETA et al., 2013;
HEATON et. al., 2014; JANSEN, 2015; KIJAS et al.,, 2012; LEE et al.,, 2006;
MATUKUMALLI et al., 2006; OLAZAR, 2013; OLIVEIRA, 2014).

Com o surgimento de novas técnicas de sequenciamento, promoveu-se a
utilizacdo de plataformas de genotipagem capazes de colher informacédo, em um
anico ensaio, de milhdes de pares de bases, além de apresentarem maior vantagem
guanto a custo por base e economia de tempo em relagdo ao sequenciamento de
Sanger (CAIXETA et al., 2013; THE INTERNATIONAL SHEEP GENOMICS
CONSORTIUM, 2010). Consistem em microarranjos pré-definidos de moléculas de
DNA que sdo quimicamente ligadas a suportes sélidos revestidas por compostos
com carga elétrica positiva (OLAZAR, 2013).

As mais utilizadas atualmente para a genotipagem de SNPs sdo: SNPstream
(Beckman Coulter), GeneChip (Affymetrix), Perlegen Wafers, Molecular Inversion
Probe — MIP (Affymetrix) e GoDLenGate e Infinium da lllumina. A SNPstream utiliza
extensdo de primers com minisequenciamento e arranjo disposto em lamina,
processando grande quantidade de gendtipos (4.600 a 3.000.0000) por dia, porém
com numero de SNPs menor comparado a outras plataformas de genotipagem.
Perlegen Wafers e GeneChip sdo baseadas em processos de hibridizagcdo de
oligonocleotideos. A Molecular Inversion Probe analisa 10.000 SNPs por ensaio em
arranjo de lamina e extensdo de primer por meio de minisequenciamento. As
plataformas GoldenGate e Infinium baseiam-se no emprego de microarranjos e
extensdo de primers alelo-especificos, no entanto, a primeira utiliza PCR no passo
de amplificacdo e pode genotipar apenas 1536 loci simultaneamente, enquanto a
segunda dispensa amplificacdo via Rea¢cao da Cadeia de Polimerase e genotipa de
centenas a milhares de polimorfismos de base Unica de forma simultdanea (CAIXETA
et al., 2013; ILLUMINA, 2006).

Com essas ferramentas a disposi¢cao e dada a importancia dos estudos com
SNPs em ovinos, atualmente, existe um Consoércio Gendmico Internacional de
Ovinos (ISGC) onde estdo disponiveis dados (HapMap Ovine SNP50 dataset) de
animais e racas identificadas, identificacdo de genoétipos e SNPs, bem como

informacbes que descrevem as posi¢cdes dos mesmos (THE INTERNATIONAL
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SHEEP GENOMICS CONSORTIUM, 2010; SHEEP HAPMAP AND ANIMAL
RESOURCES, 2015). Para a execuc¢do desse projeto ha a participacdo de paises de
todos os continentes, incluindo o Brasil, representado pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, onde disponibilizam informacdes de 98 animais das
racas domesticadas Morada Nova, Criola Brasileira e Santa Inés (SHEEP HAPMAP
AND ANIMAL RESOURCES, 2015; TOLEDO, 2014).

Os painéis desses polimorfismos possibilitam estudos de diversidade genética
entre e dentro de populacdes, estrutura populacional, endogamia, além da detecc¢éo
de assinaturas de selecéo, o que possibilita a identificacdo de regides gendmicas de
interesse relacionadas a caracteristicas quantitativas. Isso abre um leque de
possibilidades e perspectivas para estudos de genética animal, bem com de

conservacao dessa diversidade (FAO, 2013).

2.5. Diversidade genética em ovinos Santa Inés
Por seu perfil com alta adaptabilidade, sobrevivéncia e reproducao, as racas

naturalizadas, especialmente da regido nordestina, sdo tdo importantes para
programas de conservacao desses recursos genéticos e consequente preservacao
da variabilidade genética e seu uso no futuro (HALL; BRADLEY, 1995). Como ja
comentado, a mistura genética entre as racas pode levar a perdas de diversidade
valiosas, demonstrados em varias pesquisas.

Em um estudo realizado por Paiva et al. (2005), os resultados mostraram que
as racas naturalizadas apresentam maior diversidade genética quando comparadas
com as comerciais. Paiva et al., (2003) afirmam que desenvolver uma estratégia
visando o crescimento das informacdes sobre a variabilidade genética e origem das
racas de ovinos com maior expressao no pais pode reduzir o impacto da producéo
indiscriminada ocorrente no Brasil. Estudos da estrutura populacional através da
estimacdo de numero efetivo e taxa de consanguinidade s&o essenciais para
compreensao da variabilidade existente e detectam se a raca encontra-se em
situacao de risco (ARRANDAS et al., 2012; TOLEDO, 2014). As condi¢c0es precarias
em que se desenvolve a producdo dos ovinos no Nordeste brasileiro, em sua
maioria, e 0s cruzamentos indiscriminados de racas naturalizadas com exéticas
visando aumento de caracteristicas produtivas, colocam em risco o patrimdnio
genético desses animais de tamanha importancia ao desenvolvimento do pais
(RODRIGUES, 2009).
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As incertezas sobre a origem da raga Santa Inés sdo base para varias
investigacbes. MCMANUS et al. (2010) sugere que varios eventos de introgressao
génica fizeram parte da formacdo de algumas caracteristicas da raca e que a
aproximam da raca Suffolk. Dados de Paiva et al. (2005) apontam para uma
subestrutura da raca em "Velha" e "Nova Santa Inés", esta Ultima apresentando
maior porte e melhor cobertura de musculatura posterior e caracteres negativos
como a menor resisténcia a parasitoses, qualidade de pelo inferior e ocorréncia de
doencas ndo caracteristicas da raca como o Scrapie.

Outros estudos também visam aumentar o conhecimento acerca dos grupos
genéticos animais e assim contribuir para programas de conservacdo de recursos
genéticos. Os SNPs, juntamente com os marcadores microssatélites sdo os mais
utilizados em estudos de variacdo genética, segundo Toro et al. (2008). A FAO, em
conjunto, com a Sociedade Internacional de Genética Animal propuseram a
confeccdo de um painel com informac6es de marcadores microssatélites de ovinos
com dados oriundos de estudos do mundo todo, ou seja, a meta-analise dos dados.
Isso traria maiores informacdes sobre a diversidade mundial desses recursos
genéticos, e estudos ja estdo sendo realizados com a utilizagcdo de SNPs em painéis
(PAIVA; McMANUS, 2012). A ampla distribuicAo nos genomas e o advento de
plataformas de genotipagem de alta densidade tornaram os marcadores de base
Unica ideais para estudos gendmicos de diversidade (DING; JIN, 2009).

Kijas et al., (2009) identificaram o primeiro conjunto de SNPs do genoma
ovino e que a formag&o de uma subestrutura populacional agrupa os ovinos quanto
a sua origem geogréafica. Anos mais tarde, com um conjunto amplo de amostras,
Kijas et al., (2012) realizaram uma analise ampla do genoma a partir de um painel de
diversidade global de 74 racas de ovinos com o intuito de caracterizar
geneticamente esses animais pdés domesticacdo e selecdo. Constataram que a
domesticacao destes ocorreu sob uma ampla base genética de animais selvagens e
que isso pode explicar o alto nivel de diversidade de SNPs e a manutencdo do
grande tamanho efetivo populacional (Ne) verificado atualmente, na maioria das
populacdes de ovinos. TOLEDO (2014), afirmando a importancia dos trabalhos de
Kijas et al. (2012), buscou aprofundar os conhecimentos sobre a estrutura
populacional de racas brasileiras que ndo participaram desse estudo de ambito
mundial, como Santa Inés, Morada Nova, Somalis Brasileira, Barriga Negra e Rabo

Largo, as principais racas deslanadas; e Crioula Lanada, Pantaneira e Bergamacia,
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racas lanadas. Em suma, a caracterizacdo genética de ovinos naturalizados
brasileiros € fundamental para programas de melhoramento, manejo e conservacao
dos mesmos (PAIVA et al., 2005).

Visando a conservacao desse importante germoplasma animal, o Programa
de Conservagdo de Recursos Genéticos Animais, sob coordenagdo do Centro
Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) foi criado
e elaborou as etapas que incluem a identificacdo das populacfes, caracterizacao
genética e fenotipica, bem como a avaliacdo do potencial produtivo, sendo o
germoplasma armazenado in situ ou ex situ. Essa importante iniciativa tem como
objetivo ter informacbes suficientes para comparacdo de racas naturalizadas e
consequentemente de sua conservacao (EGITO et al., 2002).

Além dos exemplos citados aqui, h& varios estudos envolvendo
caracteristicas de interesse da raca Santa Inés, dentre os temas de investigacao
encontram-se morfometria (BIAGIOTTI et al., 2013; COSTA JUNIOR et al., 2006;
McMANUS et al., 2013; TORRES, et al., 2013), resisténcia a parasitas (COSTA,
SIMOES; CORREA, 2011; SCZESNY-MORAES et al., 2010), teste de parentesco
(HEATON et al.,, 2014), filogenia (MEADOWS et al., 2007), pedigree (TEIXEIRA
NETO et al.,, 2013) e estudos de diversidade genética com diversos marcadores
moleculares (CARVALHO, 2013; CORREA, 2013; MARQUES, 2014), incluindo os
de polimorfismo de base Unica (SNPs) (GRASSO et al., 2014; KIJAS et al., 2009,
2012; OLIVEIRA, 2014; TOLEDO, 2014). Porém, os estudos sobre a raca com SNPs
devem estar mais presentes no Brasil, incluindo os de diversidade genética que
ainda sdo escassos, especialmente na regiao Nordeste.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e areas de coleta
Para a realizagédo dessa pesquisa foram utilizados ovinos puros da raca Santa

Inés devidamente registrados na Associacdo Piauiense de Criagdo de Caprinos e
Ovinos (APICCOV). O projeto foi cadastrado no comité de ética da UFPI
(Universidade Federal do Piaui) e, posteriormente, os objetivos da pesquisa foram
esclarecidos aos criadores, que aceitaram participar do projeto, autorizando a coleta
dos dados em sua propriedade. As localidades selecionadas, bem como os cddigos
que as identificam durante o texto, para o estudo encontram-se descritas na Tabela
1 e Figura 2.

Depois do registro dos animais no banco de dados, foi realizada a coleta de
dados e de material biolégico (pelos e sangue) do rebanho.

Tabela 1: Relacéo das fazendas e quantidades de animais genotipados.

Municipio Fazenda N° de individuos
Floriano/PI FL 21
Campo Maior/PI CM1 42

CM2 50

José de Freitas/PlI JF1 39
JF2 63

Santa Inés/ MA Si 56
TOTAL 271

3.2 Extracdo de DNA
Foram feitas extracdes de DNA a partir de amostras de sangue retirado da

veia jugular dos 271 animais em estudo. Estas foram coletadas em tubos a vacuo
contendo anticoagulante, devidamente identificadas e armazenadas sob refrigeracao
no Laboratério de Genética Molecular e Conservacdo de Germoplasma da
Universidade Federal do Piaui, Campus Cinobelina Elvas, em Bom Jesus.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit de extracdo da Qiagen DNeasy
Blood & Tissue segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Terminada a
extragcdo, a qualidade do DNA verificada em gel de agarose a 1% em tampéo SB a

1x por 60 minutos a 60V. Os géis foram posteriormente visualizados e registrados
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em fotodocumentador (L-PIX Loccus Biotecnologia). O DNA obtido foi estocado em

freezer a -20°C até as analises subsequentes.

N

Oceano Atlantico +

[ ]
Santa Inés - MA

José de Freitas - PI

L }
Campo Maior - PI

Floriano - Pl

Figura 2. Municipios das fazendas: Floriano, PI; Campo Maior, Pl; José de Freitas,
Pl; Santa Inés, MA.

3.3 Quantificacao

A guantificagdo do DNA extraido das amostras foi analisada com a utilizagéo
do Fluoroespectofotbmetro NanoDrop 3300 com o kit intercalante AccueBlue
dsDNA, que forneceu a concentracédo de DNA das amostras, bem como seu grau de

pureza. As amostras de DNA, bem como os reagentes que constituem o kit de
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quantificacdo, foram retirados da geladeira para uso em temperatura ambiente,
sendo os reagentes protegidos da luz durante os procedimentos.

Para o preparo da solugéo de trabalho, foram utilizados 19,6 pl de AccuBlue
Broad Range Buffer; 0,2 pl de AccuBlue Broad Range Enhancer e 0,2 ul de
AccuBlue Broad Range Dye, sendo essas quantidades referentes para uma
amostra. Depois de homogeneizada, foram distribuidos 20 pl dessa solugdo em uma
placa de PCR. Posteriormente, foram pipetados 1 pl dos DNAs de concentracao
padréo e 1 pl do DNA das amostras e ao fim da adicdo, homogeneizou-se, deixando
a placa, coberta com papel aluminio, ao abrigo de luz por 15 minutos antes da
utilizagéo.

Passado o tempo para o fluor6foro AccueBlue reagir com as amostras de
DNA, a curva de quantificacdo comecou a ser calibrada, adicionando 2,0 ul das
amostras no pedestal do quantificador. Apos a calibragem, as amostras de DNA dos
ovinos comecaram a ser quantificadas. Planilhas do EXCEL foram geradas com os
resultados referentes ao processo.

ApOs a quantificacdo, todas as amostras tiveram suas concentracdes
ajustadas, deixando em cada tubo a quantidade de 1,0 pg de DNA para os
procedimentos de genotipagem.

3.4 Genotipagem

A genotipagem das 271 amostras foi realizada utilizando o chip de alta
densidade BeadChip OvineSNP50 contendo 54.241 SNPs uniformemente
espacados nos cromossomos. O chip de SNPs foi fabricado de acordo com a
tecnologia Infinium da /llumina™, usando a plataforma iScan. O protocolo de
genotipagem foi seguido de acordo com que foi estabelecido pelo fabricante

(disponivel em www.illumina.com). Este consistiu nos seguintes passos principais:

(1) amplificacdo isotérmica e (2) incubacdo das amostras (overnight); (3)
fragmentacdo das amostras, (4) precipitacdo e ressuspensao, (5) preparacao do
BeadChip e (6) hidridizagc&o (overnight); (7) extensdo enzimatica de uma unica base,
(8) visualizagéo das imagens na plataforma iScan e (9) resultados gerados (Figura
3).


http://www.illumina.com/
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Figura 3 - Genotipagem com tecnologia Infinium da lllumina

Fonte: (http://www.illumina.com)

O processo de amplificacdo isotérmica visou aumentar a ordem de centenas
de vezes a concentracdo do DNA, evitando assim, que esse fosse um fator limitante
e influenciasse, de forma negativa, os resultados. O material sofre precipitagdo com
alcool e ressuspensao. O DNA foi submetido a acdo de enzimas do tipo end-point
que fragmentam em locais especificos da sequéncia, evitando a quebra excessiva
do DNA. Posteriormente a esses processos, o0 DNA gendmico se anelou a 50 bases
ligadas covalentemente a cada Bead, o qual representa um locus especifico. A
lamina foi submetida a corantes que foram incorporados aos Beads e que permitiram
a diferenciacdo dos gendtipos. Por fim, os fluordforos ligados aos Beads foram
submetidos a um conjunto de laser que permitiu que o sinal de fluorescéncia fosse

captado e analisado pela plataforma iScan.


http://www.illumina.com/
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3.5 Andlise genética
De posse dos dados de genotipagem, foi realizada a triagem dos SNPs

baseados em parametros como GenCall (GC), GenTrain (GT), Frequéncia do Alelo
Menos Frequente (MAF), Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de
ligacdo (DL). As pontuagbes de GC estao correlacionadas com a qualidade dos
resultados de genotipagem de cada amostra, ja as pontuacbes GT mensuram a
confiabilidade da deteccdo de SNPs na distribuicdo dos genotipos (FAN et al., 2003;
OLIPHANT et al., 2002).

O controle de qualidade dos SNPs foi executado nos programa R (R CORE
TEAM, 2015) versao 3.2.1 e PLINK (PURCELL et al., 2007). No software R, dos
54.241 marcadores, foram retirados os que ndo apresentavam GT score > 0,5 e,
posteriormente, com GC score > 0,7, 0 que ocorreu em mais de 10% dos
marcadores, restando, apos restricdo, 46.023 SNPs. Valores de GC acima de 70%
indicam gendtipos bem estabelecidos e, para pontuaces GT minima de 0,25, os
SNPs podem ser conservados na analise (ILLUMINA, 2010).

Uma margem de erro de 5% foi considerada para dados ausentes devido a
erros de genotipagem e, no programa PLINK, foram filtrados os dados de individuos
com MAF < 10% e em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), considerando P < 0,01.
Desvios do EHW e MAF baixos sdo desconsiderados das andlises por poderem
estar relacionados a ma qualidade na determinacdo dos SNPs ou em sua
designacao (SALANTI et al., 2003; TABANGIN; WOO; MARTIN, 2009). Além disto,
por se tratar de um estudo de diversidade, foram incluidos apenas os marcadores
ligados a cromossomos autossdmicos, restando 34.318 marcadores. Um individuo
nao foi considerado nos célculos por apresentar mais de 5% de dados faltantes.

A estimativa do desequilibrio de ligacdo (DL) foi realizada somente em SNPs
a partir de regides genémicas Unicas, também no software PLINK. Com o teste de
desequilibrio de ligagéo (r* > 0,05) foram descartados 32.571 SNPs, sobrando para
as andlises subsequentes 1.747 SNPs (Tabela 2). r2 é a correlacdo entre
frequéncias alélicas em loci diferentes, sendo mais indicada para mensurar o DL
(HARTL; CLARK, 2010).

ApOs a triagem dos marcadores mais informativos, foram calculadas
estimativas Heterozigosidade Esperada (He) e Heterozigosidade Observada (Ho)
para cada localidade, porcentagem de loci polimoérficos (média do numero de locos

polimorficos pelo total de locos), estimativas F de Wright (Fis, Fct, Fit), nUmero
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médio de migrantes em cada subpopulacdo a cada geracdo (Nm) baseados no
Modelo Ilha de migragdo e analise de coordenadas principais (PCoA). Todos esses
calculos foram executados por meio do programa GenAlEx versdo 6.5 (PEAKALL e
SMOUSE, 2012).

As estimativas F utilizam coefientes de endocruzamento para medir a
variabilidade intra e interpopulacional. Fis € o coeficiente de endogamia ou indice de
fixacdo dentro dos individuos relacionados a populacdo, que mensura a reducéao da
heterozogosidade de um individuo devido a acasalamentos aleatorios na
subpopulacdo. O coeficiente de endogamia dos individuos com relacao ao total (Fit)
e considera além dos acasalamentos ao acaso, a diferenciagdo no ambito genético
entre as subpopulacdes. O coeficiente de endogamia dentro da subpopulacdo com
relacdo ao total (Fst) fornece a percentagem total da diversidade genética que esta
distribuida entre as subpopulacdes (WRIGHT, 1951).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro das populacdes e
individuos, foi analisada no mesmo programa, utilizando 10.000 permutacdes para
os calculos. Esta levou em consideracdo o agrupamento das amostras a priori onde
as mesmas foram organizadas por regido, como segue: (a) Regido Sul-Piauiense =
amostras de Floriano, PI; (b) Regido Central do Piaui = amostras de Campo Maior e
José de Freitas, PI; (c) Regido Leste do Maranhdo = amostras de Santa Inés, MA.
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Tabela 2 - Marcadores selecionados para as analises apos teste de Desequilibrio de
Ligagéo (LD).

Cromossomo Variantes Variantes
Removidas selecionadas

1 3713 196
2 3427 133
3 3090 141
4 1731 79
5 1443 94
6 1613 93
7 1411 65
8 1330 76
9 1284 55
10 1146 63
11 719 41
12 1077 63
13 1077 55
14 697 44
15 1008 62
16 889 46
17 863 51
18 864 51
19 743 47
20 712 46
21 562 38
22 688 46
23 1270 98
25 601 34
26 613 30

Total 32.571 1.747

O programa STRUCTURE versdo 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS
DONNELLY, 2000), foi utilizado para definir o nimero de grupos (K) mais provavel
nas amostras coletadas, por meio de métodos Bayesianos sem informacdes a
“priori” sobre a origem das amostras. Foram utilizadas 100.000 simulacdes de
Cadeias de Markov Monte Carlo com burn in de 50.000, modelo de ancestralidade
admixture, e testados valores de K variando de 1 a 7. A determinagdo do K mais
provavel em relacdo aos propostos foi realizada utilizando valores de AK (EVANNO;
REGNAULT; GOUDET, 2005), como segue:

AK =m L (K+1) =L’ (K)], OndeL: L'(K)=L(K)—L(K=1)

s [L (K)] s [L (K]

Sendo m = média, s = desvio padrdo, K = nimero de grupos propostos.



36

4 RESULTADOS

4.1. Estimativas gerais de diversidade

Os dados observados nos 1.747 marcadores selecionados indicaram valores
médios de heterozigosidade observada (Ho) de 0,486 e de heterozigosidade
esperada (He) de 0,476. A He e Ho variaram pouco entre as fazendas (Tabela 3),
lembrando que foram selecionados apenas 0s marcadores que passaram no teste
de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 3 - Média e erro padrao para diversas estimativas ao longo de cada locus em
cada Populagéo. (N = nimero de individuos; Ho = Heterozigosidade observada; He
= Heterozigosidade esperada; uHe = Heterozigosidade esperada com fator de
correcdo para tamanho amostral [2N/(2N-1)]; F = indice de fixacdo de Wright [1-
(Ho/He))).

Populacéo N Ho He UHe F
Floriano - PI Média 21 0,493 0,429 0,440 -0,241
Desvio - 0,003 0,002 0,002 0,005
Campo Maior — PI Média 92 0,479 0,475 0,477 -0,009
Desvio - 0,002 0,001 0,001 0,003
José de Freitas — Pl Média 102 0,489 0,473 0,475 -0,033
Desvio - 0,002 0,001 0,001 0,002
Santa Inés — MA Média 55 0,483 0,466 0,470 -0,035
Desvio - 0,002 0,001 0,001 0,003
Total Média 67,5 0,486 0,461 0,476 -0,055
Desvio - 0,001 0,001 0,001 0,002

Com relacdo as estimativas de variacdo genética observou-se que, em cada
local amostrado, houve valores negativos para indice de fixacdo F. Porém, todos
ficaram préximos a zero, com excecdo de Floriano (Tabela 3). O coeficiente de
endogamia € baseado nas medidas de Ho e He. Valores negativos indicam
guantidade de heterozigotos acima do que era esperado, o que pode descartar a
endogamia como fator influenciador das mudancgas nas frequéncias genotipicas
(McMANUS et al., 2011). Aqui houve pouca variacdo entre os indices de

heterozigosidade, com uma Ho um pouco maior que a He.
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4.2. Estimativas de diversidade entre e dentro das fazendas amostradas
Pela Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) pdde-se perceber que a maior

parte da variabilidade genética encontrou-se uniformemente distribuida dentro das
fazendas (95%). O alto valor obtido mostrou que as localidades nao estéo
apresentando caracteristicas genéticas marcadamente distintas. A variancia entre
regides representou apenas 1% da variacdo total e, a variancia encontrada entre as
fazendas representou apenas 3% da variagcdo. Considerando-se a explicacdo da
variagdo baseada entre individuos coletados ao acaso (considerando a amostragem
total), ndo foram observados valores significativos, com o componente de variancia
obtendo valor zero (Tabela 4). As estatisticas F realizadas mostraram valores
baixos, embora significativos (P < 0,05), para a variacdo entre regides (Fct), entre
fazendas (Fst) e entre individuos coletados ao acaso considerando a amostragem
total (Fit) (Tabela 4). O que representou baixa variacdo entre os ovinos das fazendas
amostradas.

A andlise para a estimativa de endogamia entre os individuos (Fis) mostrou
valor de -0,023, sendo este nao significativo (P = 0,930). Os dados também sé&o
concordantes com 0s valores obtidos para o nUmero de migrantes por regido por
geracdo (Nm = 17,258; erro padrdao = 3,445), mostrando fluxo significativo de

animais entre fazendas e, portanto, apresentaram baixos niveis de endogamia.

Tabela 4: Analise Molecular de Variancia (AMOVA) e estatisticas F para avaliacdo
da variabilidade genética entre e dentro dos locais amostrados.

Fonte de variagdo  GL SQ Médiados Componente 9% Total F (P valor)
Quadrados de variancia

Entre reqides* 2 4802,645 2401,322 5,455 1 Fct =0,013
g (0,004)
1 3299,510 3299,510 14,966 3 Fst = 0,047
Entre fazendas
(0,001)
Entre dois 266 107421,127 403,839 0,000 0 Fit = 0,044
individuos (0,044)
escolhidos ao
acaso
Dentro das 270 114151,000 422,781 422,781 95 -
fazendas em geral
Total 539 229674,281 443,203 100

* ver organizagdo das regides no Material e Métodos
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4.3. Inferéncias de estrutura populacional
Por meio da Analise de Coordenadas Principais (PCoA), as fazendas dos

municipios de Floriano e Santa Inés foram representadas mais proximas entre si. As
populacées de Campo Maior e, em especial, José de Freitas, encontraram-se mais
dispersas no grafico (Figura 4). No entanto, apesar da clara distincdo obtida entre as
amostras no grafico espacial, € importante ressaltar que a porcentagem de variancia
acumulada explicada pelas trés primeiras coordenadas néo ultrapassaram o valor de
18% (Valor por coordenada: C1 = 6,78%; C2 = 6,09%; C3 = 5,12%). Valores de
variancia acumulada superiores a 80% foram obtidos apenas ap6és a 66°

coordenada.

N
l I Floriano, PI (FL)
| Campo Maior, PI (CM2)
20 I| ICampo Maior, PI (CM1)
N José de Freitas, PI (JF1)
|| José de Freitas, Pl (JF2)
’| || santa Inés, MA (S1)
-40\1\
ll

Axis3

Axis1

Figura 4: Analise de Coordenadas Principais (PCoA) mostrando a distribuicdo das
amostras nas trés primeiras coordenadas da analise.

Os resultados das analises Bayesianas, realizadas no programa STRUCTURE,
mostraram que 0 numero de grupos genéticos mais provavel para representar as

amostras estudadas foi K = 2 (Figura 5A). O grafico de barras mostrou a divisdo dos
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perfis genéticos gerados por municipio e por fazenda, onde observou-se que a maior
parte das amostras formaram um grupo homogéneo constituido pelos municipios de
Floriano e Campo Maior no PI, juntamente com Santa Inés, no MA (Figura 5B).
Entretanto, as amostras de José de Freitas apresentaram-se bem heterogéneas,
com destaque para JF1, que apresentou a maior parte dos individuos com perfil
genético distinto das demais (Figura 5B). Estes resultados também podem ser
observados pela dispersdo dos individuos desta fazenda nas analises de PCoA
(Figura 4).

Deltak = mean(|L""(K)]) / sd(L(K))

(A)

(B)

1.00

FLO. CAMPO MAIOR JOSE DE FREITAS SANTA INES

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

FL CM1 CM2 JF1 JF2 Sl

Figura 5 - (A) Representagéo grafica do AK mais provavel, calculado de acordo com
Evanno; Regnault; Goudet (2005); (B) Designacéo das populacdes de Ovinos Santa
Inés usando a estrutura baseada na alocacdo das amostras para K = 2.
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5 DISCUSSAO

Os polimorfismos genéticos apresentam relevancia em analises das relacdes
genéticas entre subpopulacdes de uma espécie (HARTL; CLARK, 2010). Estudos de
parentesco entre ovinos mostram a importancia dos SNPs nesse tipo de andlise,
onde informacbBes oriundas de marcadores de base Unica podem auxiliar no
planejamento de cruzamentos tecnificados, reduzindo valores expressivos de taxas
endogamicas e perda de alelos no melhoramento dos animais (McMANUS; PAIVA;
ARAUJO, 2010; VASCONCELOS, 2012).

Os valores médios de heterozigosidades observada e esperada para as
populacdes de ovinos Santa Inés foram considerados altos, especialmente com
relagdo aos animais de Campo Maior e José de Freitas. Dados de ovinos Santa Inés
coletados de outros estados do Nordeste e Centro-Oeste também mostraram altos
valores de heterozigosidade para a raca, também utilizando SNPs (Ho = 0,34 e He =
0,34) (TOLEDO, 2014). O mesmo trabalho mostrou que valores acima de 0,3
representam bom nivel de polimorfismo. Sabe-se que a Santa Inés é considerada
uma raca altamente polimérfica e com processos de introgressdo recente com
ovinos de outras racas (KIJAS et al., 2012; McMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010;
PAIVA et al., 2005).

As estatisticas F de Wright, bem como as anadlises de estrutura populacional
mostraram que, no geral, os animais estudados ndo formaram grupos genéticos com
correspondéncia as suas respectivas areas geograficas. Os valores baixos dos
coeficientes de fixacdo apresentados aqui sugerem diferenciacdo genética baixa
entre as populacdes. Valores muito baixos de diferenciacdo genética estimada pelo
Fst podem representar importantes niveis de diferenciacdo entre ou dentro de racas
(McMANUS, 2011; WRIGHT, 1978). Alguns dados observados em outros estudos de
ovinos apontam para a importancia do uso de reprodutores externos nos
acasalamentos, os quais contribuem positivamente para dissolver as diferencas
entre rebanhos (TEIXEIRA NETO et al., 2013). Baixos valores para esses indices
evidenciam a baixa estruturacdo populacional entre os animais analisados. Valores
de Fis negativos e proximo a zero indicam baixa taxa endogamica, devido a maior
controle relacionado aos acasalamentos, por introducdo de outros animais no
rebanho podendo ser de racas exoéticas ou ndo. Ademais, a existéncia de fluxo

bY

génico entre as populacdes conta como o fator preponderante & manutencdo do
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tamanho efetivo populacional e conservacdo da variabilidade genética da Santa
Inés. Segundo Paiva et al. (2003), baixos valores de diversidade genética podem
estar relacionados a endogamia e deriva genética, porém, este fato nao foi
constatado no presente estudo.

Dados de pedigree em ovinos Santa Inés, no Piaui, mostraram que os indices
de endogamia estiveram em ascensao até 2012 e que o monitoramento do tamanho
efetivo populacional tem ajudado a diminuir esses indices e, consequentemente,
manter a diversidade genética (REGO NETO, 2013). Nesta pesquisa, os valores de
endogamia mensurados pelo Fis foram baixos e negativos (-0,023), corroborando
com essa afirmativa. I1sso remete a preocupacéo de alguns criadores em manter o
tamanho da populacdo de ovinos das racas o0 que, consequentemente, influi na
variabilidade genética dos rebanhos visto que os valores de heterozigosidade foram
considerados altos e os indices endogamicos baixos.

Toledo (2014) reportou que o coeficiente de endogamia da raga Santa Inés
apresentou-se como o0 menor dentre outras racas localmente adaptadas, que
apresentaram valores de Fis inferiores a 10%, utilizando marcadores SNP. Em
estudos utilizando outros marcadores moleculares (p. ex.. microssatélites) em
rebanhos brasileiros de Santa Inés também ficou constatada variabilidade genética
acentuada (MARQUES, 2014), sendo evidenciada, em outro estudo, a ocorréncia de
niveis endogamia acima de 5% em amostras de animais do Nucleo de Conservacgao
da Embrapa de Sergipe (SOUZA et al., 2012).

As analises de numero de migrantes médio entre as populagdes mostraram
que as fazendas do presente estudo tém 17,3 migrantes a cada geracdo. Um fluxo
génico desta magnitude influencia diretamente no numero de heterozigotos
encontrados, que estdo diretamente relacionados com o numero esperado de
acordo com as premissas do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HARTL; CLARK, 2010).
Por fim, entende-se que esse alto nimero de migrantes contribuiu para o fluxo
génico entre as populacbes analisadas, o que esta relacionado a introgressao
génica. Mesmo com o fato dos rebanhos estudados serem fechados e constituidos
em sua maioria por fémeas, observou-se fluxo génico o que pode ser reflexo do
intercambio de animais entre as fazendas analisadas no municipio.

Corroborando com as estimativas de diversidade, os resultados obtidos com a
AMOVA revelaram que a maior parte da variagdo encontrou-se dentro das

populacdes (95%) e, aléem disso, remete a alta variabilidade encontrada dentro da
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raca Santa Inés. Souza et al. (2012) obtiveram resultados em que AMOVA mostrou
gue a maior parte da variagdo encontrou-se dentro das populacdes, especialmente
da Embrapa analisada (Nucleo de conservacdo de Sergipe), devido ao maior
tamanho populacional dos animais. Os ovinos sao reportados por terem altos niveis
de diversidade genética e baixos niveis de diferenciacdo genética, o que € explicado
por sua domesticacdo e selecdo terem ocorrido sob uma ampla base genética de
animais selvagens e seus tamanhos populacionais se manterem elevados com
relacdo a outros animais domesticados (KIJAS et al., 2012).

Os dados obtidos pelas analises Bayesianas, realizadas no programa
STRUCTURE, relacionados a analise de estrutura da populagéo, agregaram as seis
fazendas de ovinos estudadas em apenas dois grupos genéticos. Observou-se que
as populacdes de Floriano-Pl, Campo Maior-Pl e Santa Inés-MA pertencem ao
mesmo grupo, com baixa quantidade de introgressdo de material genético. Essa
similaridade também pode ser observada pela Analise de Coordenadas Principais,
onde essas populacdes foram representadas mais proximas com relacdo as outras.
A populacdo de José de Freitas foi a mais heterogénea, com uma das fazendas
pertencendo, praticamente, a outro grupo genético. Esta similaridade entre as
fazendas do municipio, JF1 e JF2, que também apresentaram o maior tamanho
populacional entre os municipios analisados, pode ser explicada pelo uso dos
mesmos reprodutores entre os rebanhos. Ademais, as fazendas JF1 e JF2
encontram-se geograficamente proximas.

Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem subsidios para diversas
investigacbes acerca da raga Santa Inés em municipios do Piaui e Maranhéo,
especialmente na area genética, onde os trabalhos com SNPs ainda sdo escassos.
Os baixos indices endogamicos reportados e consequente fluxo génico entre os
animais amostrados podem indicar uma possivel preocupacao de alguns criadores
em conservar a variabilidade da raca Santa Inés com a realizacdo de acasalamentos
entre esses animais. Demonstra também a alta variabilidade jA mencionada a Santa
Inés (KIJAS et al., 2009; 2012) o que fornece base para estudos genéticos mais
aprofundados, como os de associagdo genomica. McManus; Paiva; Aradjo (2010)
afirmam que, para estudos de associacdo com marcadores, é necessario que se
realize estudos aprofundados da estrutura genética da raca devido a sua ma
definicAo fenotipica, caracteristica que pode levar a identificacdo errbnea em

ecotipos, o que fortalece a importancia desse estudo para futuras pesquisas. No
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entanto, como é reportado em alguns estudos como o de Rego Neto et al. (2014), o
namero de registros de rebanhos da raga tem reduzido gradativamente nos ultimos
anos, o que se deve aos cruzamentos com racas importadas ou sua substituicao
integral por essas, visando maior producéo de carne por alguns criadores. Isso é um
risco potencial ao patrimbénio genético da Santa Inés e a possivel extingdo da
mesma. Nesse sentido, pesquisas sobre diversidade genética tornam-se importantes
como meio de mensurar a variabilidade da raca e como forma de alerta e

conscientizacdo da necessidade de conservacao da mesma.
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6 CONCLUSOES

Os rebanhos estudados mostraram altos niveis de diversidade genética,
mesmo com todos os animais sendo considerados puros. Isto reforca o
potencial genético da raca em trabalhos de melhoramento, visando aumentar
sua produtividade;

A diversidade genética estimada entre as fazendas ndo mostra forte padréo de
divisdo genética com relacéo as areas geograficas das amostras;

Dois grupos genéticos foram identificados entre as fazendas, sendo um
formado pela maioria dos animais pertencentes as fazendas do municipio de
José de Freitas, PI, e o outro grupo sendo formado pelos demais rebanhos;

Os valores baixos dos coeficientes de fixacdo sugerem que a baixa
estruturacdo populacional estd possivelmente relacionada com o intercambio
de animais entre as propriedades ou pela aquisicdo de reprodutores da mesma
fonte;

A taxa de migrantes por geracao, considerada alta, também evidencia fluxo

entre 0s grupos genéticos e reforca a variabilidade da raca Santa Inés.
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