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RESUMO

Foram estimados na raca Nelore a variabilidade genética e os valores de determinagdo de paternidade
usando-se 11 marcadores microssatélites do painel ISAG/FAO. Estes foram organizados em quatro
conjuntos de amplificagdo para genotipagem semi-automatica por fluorescéncia. Todos os marcadores
apresentaram-se altamente polimorficos, com média de 8,2 alelos por loco. A heterozigosidade observada,
com média de 0,48, foi menor que a esperada em 10 locos. Foram observadas deficiéncias de
heterozigotos em nove locos, o que resultou no desequilibrio de Hardy-Weinberg para a populagdo
estudada. O conteudo polimoérfico informativo foi superior a 0,5 em 10 locos. O poder de discriminagéo
foi >0,999 e as probabilidades de exclusdo de paternidade quando s@o conhecidos os gendtipos de um
bezerro, sua mde e um pai alegado, ou quando um ou outro genotipo parental ndo esta disponivel, para o
conjunto de marcadores foram >0,999 e >0,989, respectivamente. O conjunto de 11 marcadores constitui
método eficiente para a determinagdo de paternidade na raca Nelore.
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ABSTRACT

The genetic variability and paternity testing values in Nelore breed were estimated using 11 ISAG/FAO
microsatellites. The markers were organized into 4 amplification groups for semi-automated fluorescence
genotyping. All markers were highly polymorphic, with an average of 8.2 alleles per locus. With a mean
value of 0.48, the observed heterozygosity was lower than the expected for 10 of the loci. A significant
deficit of heterozygotes was observed for 9 loci, resulting in a lack of Hardy-Weinberg equilibrium in the
studied population. Polymorphism information content values exceeded 0.5 for 10 loci. The power of
discrimination was >0.999 and paternity exclusion probabilities when a mother, her offspring and a
putative sire are compared or when one or other parental genotype is unavailable for the combined set of
markers were, respectively, >0.999 and >0.989. The set of 11 microsatellite markers proved to be an
efficient tool for paternity testing in Nelore cattle.
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INTRODUCAO direcionada, associada a utilizagdo de poucos

reprodutores para diversas matrizes, resulta em

O melhoramento genético a que as espécies elevacdo dos coeficientes de .endocruze}mento e

domésticas  tém  sido  submetidas  visa, reducdo do tamanho populacional efetivo e da

principalmente, selecionar multiplicar e distribuir variabilidade genética (Falconer e Mackay, 1996;
os animais com caracteristicas favoraveis, para Mateus et al., 2004).

tornar os rebanhos mais produtivos. A selegdo
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A perda continua de diversidade genética de uma
raga reduz a possibilidade de futuro
melhoramento genético (Eding, 2001). A
utilizagdo de wuma Unica populagio em
detrimento de um grupo de linhagens amplia as
oportunidades de deriva genética e perdas, ao
acaso, de alelos neutros ou levemente favoraveis
(Notter, 1999).

Apesar de a populagdo da raga Holstein Friesian
americana exceder de 10 milhdes de animais, seu
tamanho populacional efetivo ¢ estimado como
inferior a 1000 individuos, resultado
principalmente do uso  sistematico de
inseminagdo artificial de um pequeno plantel de
machos de elite (Georges e Andersson, 1996).
Coeficientes de endocruzamento para a raga
também sdo elevados, entre 2 ¢ 5%, e podem
levar a valores ainda menores de tamanho efetivo
(Machugh et al., 1998). Efeitos indesejaveis do
endocruzamento incluem redugdo na producdo
de leite e na contagem de células somaticas
(Notter, 1999), e recentemente foi documentada
reducdo na eficiéncia reprodutiva, observando-se
em gado leiteiro, a cada 1% de aumento de
endocruzamento, a elevacdo na idade do
primeiro parto em 0,4 dia, o aumento no
intervalo de parto em 0,3 dia e o decréscimo de
periodo de vida em 13 dias (Lucy, 2001; Weigel
etal., 2001).

Os marcadores nucleares microssatélites sdo
importantes ferramentas para o estudo de
genética de populagdes e de relagdes de
paternidade e parentesco genético, pela co-
dominancia, abundancia nos genomas e alto
nivel de polimorfismo (Glowatzki-Mullis et al.,
1995; Machugh et al., 1998).

Informagdes de paternidade acuradas sdo
fundamentais para a estimativa dos valores
genéticos dos animais (Baron et al., 2002). As
taxas de erro de identificagdo de paternidade em
varias ragas bovinas no mundo variam de 5 a
23%, e provocam viés na estimativa de
pardmetros genéticos e de valores de
melhoramento e progresso de selegdo genética
(Van Vleck, 1970; Ron et al., 1996; Israel e
Weller, 2000; Banos et al., 2001). Banos et al.
(2001) introduziram experimentalmente 11% de
erro de identificacdo de paternidade no banco de
dados de avaliagdo genética norte-americano do
gado Holstein sob fertilizagdo artificial e
observaram  11-15% de decréscimo nas
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tendéncias genéticas estimadas, com reducdo de
valores de melhoramento de cerca de 50kg de
leite e 1,7kg de proteina.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a
variabilidade genética e a estimativa de
determinacdo de paternidade em gado Nelore,
utilizando  marcadores  microssatélites  de
comparabilidade internacional.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue de 50
individuos da raga Nelore, 15 machos puros de
origem (PO) e 35 fémeas livro aberto (LA), ndo
aparentados, do Estado do Pard. O DNA
gendmico foi isolado por meio de protocolo
adaptado de Sambrook et al. (1989). Foram
amplificados, por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), 11 marcadores microssatélites,
ndo-ligados, recomendados pela ISAG/FAO para
estudos de diversidade e paternidade em bovinos:
TGLAS53, TGLA122, TGLA126, TGLA227,
ETH3, ETH10, ETH225, BM1824, BM2113,
INRA23 e SPS115 (FAO.., 2004). As
seqiiencias dos iniciadores e respectivas
referéncias bibliograficas e posi¢des de mapa
podem ser encontradas mno Sistema de
Informagdes de Diversidade de Animais
Domésticos da FAO-ONU
(http://www.fao.org/dad_is).

Os 11 microssatélites analisados foram
amplificados em quatro conjuntos independentes,
com dois ou trés locos amplificados
simultaneamente (Tab. 1), sendo uma fita do par
de iniciadores marcada com o fluocromo Cys5.
Todas as reagdes de PCR foram realizadas para
volume final de 20ul contendo: 150ng de DNA,
0,25mM de cada dNTP, 0,5U de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen), 50mM KCL, 10mM
Tris-HCL (pH 8,4), ImM de MgCl, e 0,25ul de
formamida (Sigma). A concentracdo dos
iniciadores foi variavel (Tab. 1). As reagdes de
PCR foram realizadas em termociclador PTC-
200 (MJ Research) seguindo o método
touchdown de otimizagdo, composto por: um
passo de desnaturagdo inicial a 96°C por trés
minutos, 10 ciclos a 94°C por 45 segundos, 45
segundos a 60 (conjunto 1) ou 62°C (conjuntos
restantes) decrescentes em 0,5°C por ciclo e 45
segundos a 72°C; 20 (conjunto 2) ou 24 ciclos
(conjuntos restantes) de 45 segundos a 90°C, 45
segundos a 57 (conjunto 1) ou 58°C (conjuntos
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restantes) e 45 segundos a 72°C; cinco minutos a
72°C para extensao final.

Tabela 1. Descri¢ao dos conjuntos de marcadores
e concentragdo dos iniciadores utilizados para
genotipagem de marcadores microssatélites em
bovinos da raca Nelore

Concentragao

Conjunto Loco dos iniciadores
(pPM)
TGLA126 0,270
1 ETH225 0,102
BM1824 0,150
) BM2113 0,270
INRA23 0,270
TGLA227 0,210
3 TGLAS3 0,300
SPS115 0,045
ETH3 0,090
4 TGLA122 0,180
ETHI10 0,090

Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 8%
no analisador automatico de DNA ALF Express
IT (GE Healthcare), com utilizagdo de padrdes
internos e externos fornecidos pelo fabricante. A
definicdo do tamanho dos alelos foi realizada no
aplicativo AlleleLocator 1.03 (GE Healthcare).

O aplicativo POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997)
foi utilizado para calcular as freqiiéncias alélicas,
nimero observado de alelos (Na; Nei, 1987),
numero efetivo de alelos (Ne; Kimura e Crow,
1964), e heterozigosidades observada (Ho) e
esperada (He), para cada marcador. Desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados
no aplicativo GENEPOP 3.1 (Raymond e
Rousset, 1995) para a populacao, utilizando-se o
método de Fisher. O mesmo aplicativo foi
utilizado para testar a deficiéncia de
heterozigotos para a populagdo e por loco, por
meio da  estimativa ndo-enviesada de
probabilidades exatas, pelo método de cadeia de
Markov (Guo e Thompson, 1992).

Os calculos do poder de discriminagdo (PD;
Jones, 1972) e contetido polimérfico informativo
(PIC; Botstein et al., 1980) foram obtidos
utilizando o aplicativo PowerStats v1.2
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(Promega). A probabilidade de exclusdo (PE) foi
calculada para dois casos: PEl quando os
gendtipos de uma mae, seu filho e um pai
alegado sdo comparados, calculada por meio da
féormula 1a de Jamieson e Taylor (1997), e
apropriada para quando a matriz é confirmada
como mde no momento do nascimento; e PE2,
quando ndo esta disponivel um ou outro genotipo
parental, calculada segundo a formula
simplificada 2a de Jamieson e Taylor (1997),
com base em Garber ¢ Morris (1983). Os valores
por loco de PD, PE1 e PE2 foram combinados
para a populagdo por meio da féormula P=1-(1-
Py)(1-P,)(1-P5)*(1-Py), para k nimero de locos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro conjuntos para amplificagdo simultinea,
abrangendo 11 locos microssatélites, foram
elaborados e avaliados para analise de
diversidade e parentesco na raga Nelore.

Os alelos  observados, por  marcador
microssatélite, e suas respectivas freqiiéncias
estdo apresentados na Tab. 2. As medidas
baseadas em freqiiéncias alélicas, Na e Ne, Ho e
He, PIC e PD, e PEI e PE2 sdo apresentadas na
Tab. 3. Todos os locos mostraram-se
polimérficos. O Na variou de 4 (TGLA227 e
ETH10) a 13 (TGLAS53), com média de 8,2
alelos por loco, e o Ne variou de 1,4 (TGLA227)
a 7,7 (TGLA122), com média de 3,9.

A Ho apresentou valor minimo de 0,22 (ETH10)
e maximo de 0,92 (TGLA122), com média de
0,49, inferior ao esperado para todos os locos
exceto TGLA122. O PIC apresentou valor médio
de 0,64, variando de 0,28 (TGLA227) a 0,85
(TGLA122), sendo todos (exceto TGLA227)
acima de 0,5. Esse indice permite avaliar cada
loco quanto ao grau de informagdo em estudos de
segregacdo alélica e valores abaixo de 0,5 sdo
considerados pouco informativos (Botstein et al.,
1980). Valores altos de heterozigosidade (0,88) e
PIC (0,86) para TGLA122 também foram
evidenciados por Almeida et al. (2000), em
Brangus Ibagé, sendo o tinico loco coincidente
com o deste estudo. Em Gir, Rodrigues et al.
(2002), para o unico loco coincidente com o
deste estudo, BM2113, observaram Ho mais
elevada (0,82 contra 0,58), mas valores similares
de alelos (sete alelos encontrados), PIC, PEI e
PE2.
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Tabela 2. Microssatélites utilizados, tamanho dos alelos observados e freqiiéncias observadas (%) na raga

Nelore
TGLAI26 ETH225  BMI&24  BM2113  INRA23  TGLA227 TGLA53  SPSII5 ETH3 TGLAI22  ETHIO
118(0,06) 139(0,10) 180(029) 128(0,08) 195(0.04) 80(0.82)  153(0,03) 243(020) 102(005 137(0,12) 208 (0,46)
120(0,04)  143(0,04) 182(047) 130(024) 197(006) 82(0,12)  159(042) 245(057) 104(001) 139(0,12)  210(038)
122(0,09)  145(0,03)  184(0,14) 134(0,06) 199(0,16)  84(002)  161(002) 247(0,04) 114(005) 143(0,08) 212(0,12)
124(042)  147(001) 190(001) 136(0,13) 201 (0,02) 86(0.04)  167(0,14) 251(0,05) 116(046) 145(0,17)  218(0,04)
126(028)  149(001)  192(0,01)  140(0,12) 203 (0,14) 169(0,09) 253(0,11)  118(036)  147(0,03)
128(0,05)  151(001)  194(0,03)  142(026) 205 (0,09) 171(0,03)  255(0,03)  126(0,07) 149 (0,08)
130(0,05)  153(0,04)  196(0,04)  144(0,11) 209 (0,05) 175 (0,01) 151 (0,01)
132(0,01)  155(0,13)  198(0,01) 210 (0,01) 177 (0,02) 153 (0,03)
157 (0,61) 211 (0,03) 181 (0,01) 155 (0,14)
159 (0,02) 213 (0,07) 183 (0,01) 161 (0,01)
215 (0,28) 185 (0,01) 163 (0,19)
217 (0,05) 187 (0,20) 171 (0,02)
189 (0,01)

Freqiiéncia entre paréntesis.

Tabela 3. Numero de alelos, heterozigosidade, contetido polimérfico informativo, poder de discriminagéo
e probabilidades de exclusdo, por loco, observados na raga Nelore

Loco Na (Ne) Ho (He) PIC PD PE1 PE2
TGLA126  8(3,66) 0,50 (0,734) 0,690 0,857 0,512 0,334
ETH225 10 (2,47) 0,28 (0,602) 0,572 0,686 0,400 0,216
BM1824 8 (3,05) 0,50 (0,679) 0,622 0,824 0,428 0,260
BM2113 7 (5,59) 0,58 (0,829) 0,798 0,906 0,647 0,473
INRA23 12 (6,74) 0,72 (0,860) 0,837 0,940 0,713 0,551
TGLA227 4 (1,45) 0,24 (0,314) 0,289 0,479 0,162 0,049
TGLAS3 13 (4,04) 0,74 (0,760) 0,725 0,889 0,559 0,376
SPS115 6(2,61) 0,36 (0,624) 0,579 0,742 0,395 0,221
ETH3 6(2,84) 0,36 (0,655) 0,587 0,791 0,391 0,235
TGLA122  12(7,77) 0,92 (0,880) 0,858 0,954 0,741 0,586
ETHI10 4 (2,68) 0,22 (0,634) 0,555 0,707 0,351 0,207
Média 8,18 (3,905) 0,49 (0,311) 0,647

Na: numero de alelos observados; Ne: numero de alelos efetivos; Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; PIC: conteudo polimorfico informativo; PD: poder de discriminagdo; PE1: probabilidade
de exclusdo quando sdo relacionados genotipos de um progenitor, um bezerro e um progenitor alegado; PE2:
probabilidade de exclusdo quando um ou outro gendtipo parental ndo esta disponivel.

Peelman et al. (1998) observaram, para a raga
Belgian Blue, Ne médio de 3,93, semelhante ao
encontrado neste estudo, contudo a Ho média, de
0,65, foi mais alta que a encontrada em Nelore
(0,49). Martin-Burriel et al. (1999), Maudet et al.
(2002), Rendo et al. (2004) e Radko et al. (2005)
também observaram valores de Ho mais elevados
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(entre 0,60 e 0,75) que os verificados neste
estudo, ao utilizarem ragas autoctones em
extingdo, racas de tamanho populacional médio
ou ragas de ampla representacdo.

Os baixos valores de heterozigosidade
encontrados por este estudo refletiram nos testes
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de equilibrio populacional. No teste global (teste
de Fisher), a populacdo apresentou-se sob
desequilibrio  de  Hardy-Weinberg.  Sob
estimativa de valores exatos de probabilidade de
Hardy-Weinberg, a populacdo apresentou
significincia (P<0,01) para deficiéncia de
heterozigotos e quando analisado cada marcador,
oito locos (73%) apresentaram deficiéncia de
heterozigotos. Este resultado ¢ interessante pois
relata numero de locos com deficiéncia de
heterozigotos acima do encontrado em ragas sob
risco de extingdo (Martin-Burriel et al., 1999;
Maudet et al, 2002). Maudet et al. (2002)
identificaram situacdo semelhante na raga
Holstein e, assim, para racas com populacdes
grandes e pouco isoladas, como Nelore e
Holstein. Tais resultados podem ser explicados
pelos muitos cruzamentos preferenciais e
endocruzamentos. Em racas submetidas a
isolamento geografico e com pequena populacio,
a deriva genética e o efeito Wahlund (subdivisdo
populacional) parecem mais provaveis para
explicar a baixa variabilidade e a ocorréncia de
desequilibrio populacional (Martin-Burriel et al.,
1999; Maudet et al., 2002).

O poder de discriminagdo, indice desenvolvido
por Jones (1972) e associado a probabilidade de
combina¢do (Huston, 1998), foi altamente
favoravel para o sistema. A PE1 combinada para
todos os locos foi maior que 0,999,
demonstrando a eficiéncia dos 11 marcadores
utilizados para a analise de paternidade. A PE2
combinada para todos os locos foi de 0,989,
necessitando marcador adicional ou de analise de
verossimilhanga com os pais ndo excluidos
(Marshall et al., 1998).

CONCLUSOES

A reduzida variabilidade genética na raca Nelore,
evidenciada por meio dos baixos niveis de
heterozigosidade e auséncia de equilibrio de
Hardy-Weinberg, sugere depressdo populacional
por endocruzamento devido ao manejo
reprodutivo utilizado. Espera-se contribuir para o
conhecimento genético dos rebanhos bovinos
brasileiros e para as estratégias utilizadas no
manejo dessas populagdes. O conjunto de 11
marcadores microssatélites indicados pela
ISAG/FAO mostrou-se eficiente para a
verificagdo de paternidade para fins de
melhoramento genético na raga Nelore.
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