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RESUMO

Oliveira, A. P. F. Caracterizagdo genética de uma populacéo do gado crioulo
Péduro do Piaui, através de marcadores microssatélites. 2008. 112p. Tese de

Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo.

A raca crioula Pé-duro do Piaui (Bos taurus) é extremamente bem adaptada
as condicbes ambientais desfavoraveis da zona semi-arida do Nordeste Brasileiro e esta
em risco de extingdo. Neste trabalho foi caracterizada geneticamente, por
microssatélites, uma amostra (n=126) originaria da Fazenda Experimental Octavio
Domingues, da Embrapa Meio-Norte, no municipio de Sdo Jodo do Piaui. A
variabilidade genética foi estimada através de freqliéncias génicas, diversidade génica,
heterozigose esperada e observada, riqueza aélica, valor do Pic (conteldo de
informacdo de polimorfismo), coeficiente de endogamia e verificagdo do equilibrio de
Hardy-Weinberg. Os locos anaisados foram SPS115, BM1824, BM2113, BM$4049,
TGLA122, ETH225, ETH10, INRA23, UWCA46 e BMS348, identificando-se um total de
101 alelos. A diversidade génica médiafoi de 75,6%, com valores extremos verificados
nos locos TGLA122 (91,3%) e BM3A049 (45,4%). O valor médio da heterozigose
esperada foi 75,5%, observada 60,0%, e Pic 72,3%. O coeficiente de endogamia Fis foi
estati sticamente significativo (Fis=0,206; P<0,01). Foram observados também desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg em nove dos dez locos analisados. A partir dos dados
obtidos foi possivel observar que ainda existe diversidade genética nesta populacéo,
porém os desvios do equilibrio, o valor significativo do Fis, e a heterozigose observada
menor em todos os locos em relacdo a esperada, demonstraram a ocorréncia de

cruzamentos endogamicos resultando em alto nivel de homozigose nesta popul acéo.

Palavras-chave: Pé-duro, Currdeiro, Bos taurus, Microssatélites, Conservacéo

Genética.



ABSTRACT

Oliveira, A. P. F. Genetic characterization of a creole cattle population Pé-
duro from Piaui, based on microsatelite loci. 2008. 112p. Doctoral Thesis —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

The Pé-duro creole breed is well adapted to the unfavorable environmental
conditions of the semiarid zone of Northeastern Brazil and it is in extinction danger. In
thiswork we tried to characterize genetically a sample (n=126) collected at the Embrapa
Meio-Norte, located in S80 Jodo do Piaui city. We examined heterozygosity,
polymorphism information content (Pic), allelic frequency and genetic diversity, allelic
richness, inbreeding coefficient and Hardy-Weinberg equilibrium. Ten loci were used —
SPS115, BM1824, BM2113, BM3A049, TGLA122, ETH225, ETH10, INRA23, UWCA46
and BMS348 — and a total of 101 alleles were identified. The largest genetic diversity
was verified in the locus TGLA122 (91,3%), and the smallest in the locus BM$4049
(45,4%). The mean expected heterozygosity was 75,5%, the mean observed
heterozygosity was 60,0%, and the mean Pic value was estimated as 72,3%. We aso
observed a significant inbreeding coefficient (Fis) for this population (Fis=0,206
P<0,01) and deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium in nine of the ten
analyzed loci. Considering the obtained data it was possible to infer that genetic
diversity still exists in this population, however the deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium, significant inbreeding coefficient, and the smaller observed heterozygosity

in al of the loci showed the occurrence of high degree of inbreeding in this popul ation.

Keywords: Pé-duro, Curraleiro, Bos taurus, Microsatellites, Genetic Conservation.
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1.1 Consider agOes gerais

1.1.1 Origem e classificagéo

A origem dos atuais bovinos domésticos ndo é consensua e as teorias
propostas podem ser sintetizadas em monofilética e polifilética (Athanassof, 1957).

A teoria monofilética estd baseada na descendéncia direta de um ancestral
comum, o extinto boi selvagem conhecido como Auroque ou Uro e cientificamente
como Bos primigenius, espécie provavelmente surgida na india (Mariante e
Cavalcante, 2006) no fim do Pleistoceno, tendo sido extinta em 1627 quando o
altimo exemplar foi abatido em uma reserva para caga proxima a Varsovia, Polonia
(Felius, 1985).

A época denominada Pleistoceno (do periodo Quaternario, da era Cenozdica)
abrange de 1,6 milhdo até 200 mil anos atras e foi uma época caracterizada por grandes
glaciacBes e por uma série de oscilagdes climéticas abruptas em todo o globo; nessas
oscilagBes geleiras avangavam do norte para o sul durante os periodos mais frios,
retraindo-se durante os periodos interglaciais mais quentes. Como resultado, as
populacbes de plantas e animais foram repetidamente isoladas e novamente reunidas.
Geneticamente, o isolamento seguido de nova reunido das populagdes causou rapida
especiagdo (Pough ef al, 1993).

As glaciacOes da época impediam a expansdo do Auroque para a Europa, mas
a espécie ampliou seus limites de distribuicdo até o continente europeu durante os
periodos interglaciais. Foi somente apds o Pleistoceno, com o retraimento das geleiras,
que 0s bovinos expandiram-se do oeste para o leste da Asia, até a China, e a oeste em
direcio ao Oriente Médio, norte da Africa e Europa. Enquanto a espécie se expandia,
ela também se diferenciava. A ciéncia ja reconheceu uma grande variedade de subtipos

com base no tamanho do crénio, formato do chifre e outras evidéncias fornecidas pelos



fosseis. O nimero exato de subtipos € ainda motivo de discordia, mas dois grandes
grupos podem ser identificados, grupos que sdo algumas vezes considerados como
subespécies distintas: Bos primigenius primigenius, que deu origem ao gado europeu,
sem cupim — Bos taurus — € Bos primigenius namadicus, das regides tropicais, forma
asidtica que deu origem ao gado de cupim, ou zebu — Bos indicus. Esqueletos
reconstruidos com base nos fossels revelam que os Auroques eram animais grandes,
fortes e resistentes (Felius, 1985).

A teoria polifilética abarca um conjunto de hipéteses confluentes em duas
grandes tendéncias, a difilética e a polifiléica propriamente dita. A primeira defende
gue os bovinos domésticos descendem, paralelamente, de duas formas pré-historicas, o
Bos primigenius € 0 Bos brachycerus. A segunda defende a evolugdo da espécie a partir
de vé&ias formas primitivas, incluindo Bos primigenius, Bos brachycerus, Bos
frontosus € Bos aqueratus (Athanassof, 1957).

A classificagéo taxondmica dos bovinos segue a seguinte hierarquia:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Classe: Mammalia
Ordem: Artiodactyla
Subordem: Ruminantia
Familia: Bovidae
Subfamilia: Bovinae
Género: Bos
Na familia Bovidae (128 espécies) estdo incluidos os bovinos e os antilopes. No

primeiro grupo estdo os bois, bufalos, o bisio e o iague da Asia Central; no segundo,

estdo a gazela, 0s caprinos e 0s ovinos.



1.1.2 Domesticacéo e distribuicdo

N&o se sabe exatamente quando e porgué os bovinos foram domesticados,
apesar da evidéncia arqueolégica dada por numerosas descobertas de 0ssos bovinos
proximo a ruinas de antigos povoamentos ao longo da costa leste do Mediterréneo e
regides adjacentes (Felius, 1985). Os dados fosseis mostram que a domesticacdo dos
bovinos (aproximadamente 6.000 a.C.) ocorreu com a domesticacdo do c&o, o primeiro
animal domesticado — por volta de 10.000 a.C. — e outros animais de abate, entre eles o
carneiro (7.000 a.C.) e o porco (6.000 a.C.) (Mariante e Cavalcante, 2006). Fragmentos
de esgueletos de pequenos bois domesticados, que datam de 6.500 a.C., foram
encontrados na Turguia e no Oriente Médio (Felius, 1985).

A domesticacdo de animais ndo surgiu diretamente da caca mas sim com as
sociedades de agricultores no periodo Neolitico (Mariante e Cavalcante, 2006). Os
primeiros centros agricolas datam de 8.000 a 5.000 a.C. e estavam situados ao longo da
costa mediterrénea. Por volta do ano 6.000 a.C. a grande revolucdo da agricultura
penetrou o rio Nilo e as terras férteis do norte da Africa, Europa Central e oeste da Asia.
Enquanto a agricultura avancava em novos territérios, a domesticacdo dos bovinos
seguia pelos mesmos caminhos (Felius, 1985). Atribui-se sobretudo aos celtas
(especiadmente nos seculos 5 e 4 a.C.) e aos romanos o deslocamento dos bovinos na
direcéo oeste da Europa e, portanto, para a Peninsula Ibérica (Mariante e Cavalcante,
2006). As migracbes humanas, no inicio da Era Cristd, também promoveram uma
significativa distribuicdo dos animais domeésti cos.

Tanto a domesticacdo quanto a agricultura sdo idéias praticas. Juntas, elas
permitiram ao homem estabelecer reservas confiaveis de alimento e abandonar a vida
ndmade de cacador e coletor. Elas foram essenciais para 0 surgimento de povoamentos

permanentes. Nessa longa trgjetoria da transformacdo das sociedades humanas e sua



dispersdo através dos continentes, o convivio com os animais significou alimento,
agasalho, transporte, trabalho, defesa e companhia, entre outros, conferindo uma
transformacdo geral da natureza promovida pelo homem para servir aos seus fins. Além
disso, alguns animais eram considerados simbolo da fertilidade e usados em rituais e
préticas religiosas;, artefatos ligados & adoragdo dos touros foram encontrados em
muitas areas onde os bovinos foram inicialmente domesticados. O simbolismo da
fertilidade do touro desse periodo continuou nas culturas antigas do Oriente Médio,
norte da Africa e Europa (Felius, 1985).

O longo processo de domesticagdo tornou possivel 0 homem selecionar os
rebanhos e desenvolver ragas resistentes e adequadas as suas necessidades. Esse
processo lento e profundo levou a modificagdo das espécies no que diz respeito ndo
somente a0 comportamento, mas também a morfologia, fisiologia e caracteristicas
genéticas (Mariante e Cavalcante, 2006). Qualquer que tenha sido o motivo da
domesticagdo dos bovinos — pragmatico, mistico ou uma combinacdo dos dois — a
espécie passou por mudangas fisicas notéveis sob o cuidado do homem. O tamanho do
animal diminuiu e o cranio mudou de formato. Os chifres ficaram menores e mais finos
ou foram eliminados, e a pelagem adquiriu novos padrdes e tonalidades. Os bovinos
domesticados perderam t&o rapidamente o estado selvagem que aqueles representados
em pinturas egipcias de 4.500 anos atrés impressionariam a maioria dos fazendeiros de
hoje pelo porte pegqueno.

Como essas mudancas ocorreram, ndo € mistério algum. Caracteristicas
recessivas que raramente se expressam em grandes populagdes selvagens de bovinos
(ou qualquer outro animal) se manifestam mais facilmente em pequenas popul agdes de
rebanhos criados pelo homem. A fata de chifres ou coloragdo malhada s&o

caracteristicas que podem ser fatais para um individuo solto na natureza, pois prejudica



sua defesa ou o torna mais visivel aos predadores, mas ndo tém relacdo com a luta de
um animal doméstico pela sobrevivéncia. Muito pelo contrario. Tais caracteristicas
podem muito bem valorizar um animal para seu dono, que podera tomar medidas para
garantir sua continuidade em geracOes futuras. Um touro malhado nascido em um
rebanho inteiramente preto muito provavelmente ira produzir mais touros do seu tipo se
for usado como reprodutor; um animal sem chifres pode ser usado para formar rebanhos
sem chifres.

O principio utilizado pelo homem no longo processo de domesticacdo pode
ndo ter sido totalmente confidvel, mas com ele o0 homem exerceu uma “pressdo de
selecdo” que era suficientemente poderosa para criar 0 gado desgjado e assim foi por
muitos séculos (Felius, 1985). Considerando o contexto econdmico das sociedades
humanas, os bovinos tiveram um papel centra na sua evolugcdo por ser a mais

importante espécie de animal doméstico (Loftus et al, 1994).

1.2 Introducgéo dos bovinos na América do Sul

A introducdo do gado na América aconteceu nos primeiros 100 anos da
colonizacdo (Rabasa, 1993). O gado sul-americano originou-se a partir de duas
correntes colonizadoras: 0 desembarcado no Caribe e o desembarcado no litoral
brasileiro.

O gado desembarcado no Caribe, com ascendéncia espanhola e portuguesa,
desceu desde o Panama e a Colombia até o Peru, o Chile e a Bolivia Da Bolivia
entraram no Noroeste Argentino em 1549 e no Chile, nos anos de 1552 a 1557. De
Santa Cruz de la Sierra (Bolivia) partiram, em 1569, um ndmero importante de cabecas
com destino a Assuncéo, no Paraguai. A partir de Assun¢éo 0s bovinos povoaram a

regido litoranea da Argentina e do Brasil (Miretti, 2002; Miretti et al, 2004).



Estas populagdes originais formaram as denominadas racas nativas da
América do Sul, também chamadas de racas crioulas, submetidas exclusivamente ao
processo de selecdo natural por mais de 400 anos, em peguenas populacdes e numa
grande variedade de ambientes, desde as montanhas andinas a ambientes tropicais
Umidos — muitos ambientes totalmente adversos — o que levou a uma ampla diversidade
de ragas ajustadas a diferentes nichos ecol6gicos. No continente sul-americano
atualmente encontram-se vé&rias ragas nativas, como o gado crioulo Argentino, o crioulo
do Uruguai (Armstrong et al, 2006) e o crioulo da Coldmbia (Sastre, 2003; Barrera et
al, 2006).

No Brasil a grande introducdo do rebanho bovino iniciou-se na época da
colonizagdo pelos portugueses no século XVI, no governo de Tomé de Souza, com 0
gado trazido da Peninsula Ibérica (Britto, 1998). O primeiro rebanho bovino
desembarcou em S&o Vicente, em 1534, por ordem de D. Ana Pimentel, procuradora do
donatério da Capitania, Martim Afonso de Souza (Mariante e Caval cante, 2006).

O gado bovino portugués foi introduzido em trés épocas e locais diferentes
(Camargo, 1986, apud Miretti, 2002): Recife — 1534-1554, S&0 Vicente — 1534-1538 e
Salvador em 1550 (Giberti, 1974, apud Miretti, 2002). Estes trés nlicleos — Sdo Paulo ao
sul, Bahia ao centro e Pernambuco ao norte — se constituiram basicamente nas zonas
importadoras de gado de origem portuguesa que se reproduzia livremente, sem a
interferéncia do homem (Mariante e Cavalcante, 2006). Os animais introduzidos em
Pernambuco eram originarios das Ilhas Madeira e os de S0 Paulo e Bahia, de Cabo
Verde. Estes rebanhos poderiam ter sido portadores de genes zebuinos africanos, ou té-
los recebido apds a chegada ao continente (Primo, 1986). Quase todas as ragas crioulas

locais tiveram como ancestrais ragas bovinas de Portugal, como a Barrosd, a Mirandesa,



a Minhota e a Alentejana; muitas dessas ragas bovinas do descobrimento continuam a
ser criadas na Peninsula Ibérica (Mariante e Caval cante, 2006).

De S0 Vicente partiram grupos de bovinos levados pelos colonizadores para
0s campos sulinos, para Goias, para o Vae do Sdo Francisco, chegando até os campos
do Piaui e do Ceard Por outro lado, os bovinos que chegaram aos portos da Bahia
emigraram para o0 sertdo nordestino, norte de Minas e oeste da Bahia. Dessa forma, as
racas importadas ibéricas difundiram-se, fixaram-se em zonas distintas e deram inicio
a0 povoamento dos campos naturais do Brasil. Ap6s muitos anos de selecdo natural,
estas popul agdes adaptaram-se ao ambiente particular de cada regi&o, ao clima tropical,
desenvolveram caracteristicas que as permitiram sobreviver inclusive a uma oferta
pobre de alimentos e sua base genética contribuiu para a formagdo dos grandes rebanhos
nacionais (Santiago, 1975, 1985; Camargo, 1990, apud Britto, 1998; Almeida et al,
2000; Spritze et al, 2003). Diversos exemplares do gado crioulo foram posteriormente
transferidos para varias regides do Brasil, onde foram cruzados com rebanhos trazidos
pelos colonizadores |4 existentes, formando vérias racas (Spritze et al, 2003); entre elas
destacam-se a Pantaneira, na regido do Pantanal Mato-grossense, a Crioula Lajeana, na
regido Sul (Planalto Catarinense) e a Junqueira, naregido norte de S&o Paulo e no sul de
Minas Gerais (Mariante e Caval cante, 2006). Por exemplo, supde-se que muitos animais
tenham se extraviado de tropas ao longo do caminho — no Planato Catarinense —
embrenharam-se nas matas e, com o tempo, passaram a formar rebanhos nos campos de
Lages. Com a colonizagdo do Planalto Catarinense, os agricultores trouxeram o gado
Franqueiro que, provavelmente, cruzou com os bovinos ali existentes, originando o
gado conhecido como Crioulo Lageano (Spritze et al, 2003).

Como as ragas brasileiras ndo s&o nativas, Domingues (1961) sugere o uso dos

termos “racas nativas naturalizadas’ e “ragas nativas selecionadas’, de acordo com o



tipo de selecdo a que estas foram submetidas. As ragas nativas naturalizadas se
caracterizam por serem um produto da influéncia do ambiente sob determinados
caracteres, ou sgja, sdo resultantes de um processo de selecdo natural no qual a
intervencdo do homem ndo parece ter agido. S8o exemplos as racas Pé-duro ou
Curraeiro, Pantaneira, Patua e Crioulo Lageano, entre outras. As ragas naturalizadas
selecionadas sdo aguelas que foram submetidas a um processo de melhoramento
genético, gracas a intervencdo humana através da selecéo artificial com o objetivo de
melhorar a capacidade reprodutiva e o valor econdbmico. Neste grupo estdo o gado
Caracu e 0 Mocho Nacional. As ragas crioulas criadas em nosso ambiente
provavelmente mantém um pool génico que lhes confere um maior valor adaptativo
quando comparadas as racas zebuinas e mesticas especializadas para corte e leite.

Com a importacdo — principalmente no inicio do século XX — das ragas
exoticas zebuinas Gir, Guzerd e Nelore, as ragas nativas naturalizadas sofreram uma
enorme reducdo, tanto no efetivo populacional quanto na diversidade genética. Elas
foram substituidas gradualmente por racas de interesse econdmico através do
cruzamento indiscriminado com o gado zebu, 0 que tem contribuido para sua provével
extingdo (Lara, 1998). Mas a persisténcia de alguns criadores impediu que a extingédo

das ragas crioulas se desse por completo (Mariante e Caval cante, 2006).

1.3 O gado Pé-duro

O gado crioulo é o principal responsavel pelaformagdo do bovino comumente
denominado Pé-duro ou Curraleiro. A denominacdo Pé-duro € comum em aguns
estados como Piaui e Maranhdo; em outros, como Goias e Tocantins, esta raca é
conhecida como Curraleira. A raca € descendente dos bovinos trazidos pelos

portugueses no periodo colonial. Segundo Athanassof (1957) ela seria descendente
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direta da raca Mirandesa, encontrada na regido de Tras-os-Montes, Portugal; entretanto,
parece pouco provavel que apenas bovinos Mirandeses tenham dado origem ao gado
Pé-duro, mas sim um conjunto de reses de diferentes grupos genéticos, naguela época
ainda néo estabel ecidos como raga (Carvaho et al, 2001).

O Pé-duro foi introduzido no Piaui em 1674, a partir do Rio S&o Francisco, por
Domingos Afonso Manfrense, um pioneiro no desbravamento deste estado.
Multiplicou-se no norte e especialmente no nordeste do pais — incluindo o vale do Rio
S&o Francisco — de onde desceu para os campos e cerrados de Minas e Goiés (Santiago,
1975, 1985, apud Britto, 1998). Na historia do Piaui colonial, a politica econémica era
toda baseada no comércio deste gado, que se consolidara no mercado nacional.
Entretanto, em 1711, Domingos Afonso Manfrense faleceu deixando em seu testamento
todas as fazendas de gado Curraleiro aos padres Jesuitas. ApGs véarias administragoes,
em 1760 a pecudria piauiense entrou em decadéncia devido ao confisco pelo estado
dessas fazendas; os jesuitas foram perseguidos e expulsos pelo governador que dividiu
as terras em trés inspegdes, nomeando administradores para cada uma delas. Por volta
de 1811 havia apenas 35 fazendas com gado Pé-duro. O Piaui estava encontrando séria
concorréncia no mercado de gado com outros estados como Ceard e Maranhdo. Além
disso, todos os locais e terras servidos com chuvas abundantes haviam sido destinados a
cultura de cana-de-agUcar e o gado Curraleiro passou a ser criado somente em regides
de pluviosidade instével (Britto, 1998).

Esse € um resumo da histéria do aparecimento da raca Pé-duro, formada por
animais extremamente rusticos, de menor peso, que ao longo dos séculos adaptaram-se
gradualmente a seca, ao calor, a pastagens de qualidade inferior, a alimentagdo escassa,
sem cuidados sanitérios — incluindo parasitas — e a outros fatores adversos existentes

nos 70% da area da regido Nordeste, a Caatinga e 0 Sertdo (Britto, 1998; Carvaho,
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2002; Mariante e Cavalcante, 2006). O porte menor dos bovinos Curraleiro em relacéo a
outros bovinos se deve, portanto, a agdo da selecdo natural em condigbes precérias,
sobretudo nutricionais, no ambiente da regi&o nordestina (Trovo, 1985, apud Britto,
1998). De acordo com Carvaho (2002) o porte pequeno reduziu seu valor econdémico.
Mas, apesar de magro, o gado Pé-duro se beneficia do ar seco — que impede a
proliferacdo de carrapatos e bernes — fazendo com que o couro, embora riscado pela
vegetacao da caatinga, ndo apresente perfuragdes (Mariante e Caval cante, 2006).

Com a introducéo das ragas zebuinas de maior tamanho, os reprodutores da
raca Pé-duro passaram a ser castrados sistemati camente e substituidos por touros zebus.
Esse tipo de cruzamento absorvente quase extinguiu a raga (Carvalho, 1985). Visando
contribuir para a manutencdo deste valioso patriménio genético, o atual Centro de
Pesquisa Agropecuéria do Meio-Norte (Embrapa Meio-Norte) estabeleceu em 1983, no
municipio de Sdo Jodo do Piaui, um rebanho para a conservacdo da ragca Pé-duro. Em
2001, o nucleo estava formado por 335 bovinos (Carvalho et al, 2001) e em 2004, este
nimero era de aproximadamente 350 animais (Carvalho, comunicagdo pessoal, 2007).
Embora ndo existam estatisticas confiaveis sobre a atual populacéo do gado Pé-duro ou
Curraeiro, sabe-se que ele é criado em pequeno nimero, principalmente em regides
isoladas dos estados do Piaui, Maranhdo, Tocantins e Goias. Sua populacdo total é
muito reduzida e poderd ser ainda mais, se ndo forem tomadas providéncias efetivas
para sua conservacdo (Carvalho et al, 2001).

Segundo levantamento do Ministério da Agricultura, existem no Nordeste
cerca de 154.117.00 hectares de superficie e, desses, 30,97% — 47.725.408 hectares do
territorio regional — correspondem aterras do grupo 5 de aptidéo agricola.

O Sistema de Avaliacdo da Aptidao Agricola das Terras € uma classificagcdo

para utilizagdo do solo, tais como lavouras, pastagem plantada, silvicultura e/ou
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pastagem natural e preservacao da flora e fauna. Para diagnosticar o comportamento das
terras diante da adocdo de préticas agricolas, séo considerados trés niveis de manegjo:
primitivo, pouco desenvolvido e desenvolvido, indicados pelas letras A, B, e C,
respectivamente, com seus grupos e subgrupos de aptiddo agricola de classificacdo de 1
a 9 (Ramalho Filho e Beek, 1995). Especificamente no estado do Piaui 40,76% das
terras correspondem ao grupo 5, somando um total de 25.093.400 hectares. Essas terras
apresentam um sistema de manejo de nivel baixo ou médio de insumos e ndo sdo
recomendadas para uso como lavouras ou pastagens cultivadas e ssm como pastagens
naturais ou para preservacao ambiental. Assim, a criacdo de espécies ou racas adaptadas
como os bovinos da raca Pé-duro constituem uma opcdo raciona para o uso sustentéavel
das terras deste grupo de aptiddo agricola e utilizacdo desta vasta superficie (Carvalho,

2002).

1.4 Por que a conservacao?

A criacdo de ragas tem uma forte ligagdo com a nossa cultura. Durante séculos
as ragas tém sido formadas por selecdo natural e artificial, de acordo com as condigoes
ambientais e as necessidades humanas (Maudet er al, 2002). Entretanto, 0s sistemas
comerciais de producdo convergem para padronizar 0 uso de umas poucas ragas ou
linhagens, que atendam principalmente a critérios de elevada produtividade. Nesse
cendrio, o0 valioso patrimdnio genético representado por ragas bovinas crioulas tende a
desaparecer irremediavelmente Devemos considerar essa tendéncia como inevitével,
vinculada ao “progresso”, ou devemos tomar providéncias para impedi-la? (Carvalho,
2000).

Os estudos na area da genética da conservagdo — em sua maioria — sdo

realizados com o objetivo de lancar estratégias e prioridades na conservacdo da
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biodiversidade, incluindo nas prioridades espécies carisméticas (Mufoz, 2007) que
atraem a atencdo do publico e dos érgéos financiadores (Solé-Cava, 2004). No entanto,
0s processos de reducdo populacional que podem chegar até o risco de extingdo
aconteceram e continuam acontecendo com muitos animais ndo carisméticos e “menos
felizes’ na sua atracdo da atencdo publica, como € o caso das ragas crioulas de bovinos.
E fundamental, portanto, que as politicas de conservagio das espécies levem em
consideragdo a variabilidade génica como um todo nos estudos da biodiversidade
molecular na evolucdo das espécies, sgjam elas carismaticas ou ndo (Solé-Cava, 2004).
A conservagdo do gado crioulo asssm como de outras espécies domésticas, €
reconhecidamente importante para a biodiversidade, pois 0s seus genes e as suas
combinagdes podem ser de grande utilidade no futuro (Hall e Bradley, 1995, apud Beja-
Pereira et al, 2003), por exemplo, para solucionar problemas criados pela perda
excessiva de diversidade genética (Carvaho, 2000). Segundo a FAO — Food and
Agriculture Organization — (1984), sua conservacdo justifica-se por inimeros motivos
entre os quais: 1- a demanda por produtos e mudangas da producéo animal ndo podem
ser previstas; 2- ragas nativas, Seus recursos genéticos e as caracteristicas de producéo
animal merecem ser conservados do mesmo modo que monumentos histéricos, pois sdo
identificados com a histéria e as particularidades de uma determinada regido; 3- essas
ragas sd0 — sob certos aspectos — curiosidades regionais e, portanto, apresentam
potencial para o turismo; 4- ragas nativas de baixa produtividade mantidas em
ambientes adversos podem ser competitivas em relacdo as ragas produtivas no sentido
que, embora estas Ultimas apresentem elevado potencia de producdo, sGo mais
exigentes quanto ao manejo e a alimentag3o. E oportuno esclarecer que a conservagio e

uso de recursos genéticos como do gado Pé-duro, ndo € um antagonismo a criagéo e
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manutencdo de ragas bovinas melhoradas. Essas acGes complementam-se (Carvalho,
2000; Corréa, 2002, apud Carvaho, 2002).

A conservacdo dos recursos genéticos animais é realizada no Brasil por
centros de pesguisa como a Embrapa e Universidades, e seus objetivos principais sao:
1- identificar e caracterizar nlcleos de conservacao, estabel ecendo os centros de origem,
adiversidade e a variabilidade genética dos grupos ameacados de extingdo; 2- conservar
in situ € ex situ O material genético; 3- caracterizar geneticamente as racas; 4- ampliar
nos diversos segmentos da sociedade a conscientizacdo da importancia da conservagéo
dos recursos genéticos animais (Mariante e Caval cante, 2006).

Considerando todas as etapas do processo de conservacdo dos recursos
genéticos animais, 0 presente trabalho preenche aquela que se refere a caracterizacéo
genética da raca nativa brasileira Pé-duro, ameacada de extingcdo, e vem acrescentar
conhecimento sobre sua diversidade e variabilidade genética. Considerando também as
recomendacdes da FAO (1984) ja mencionadas, a conservacdo do gado bovino Pé-duro
do Nordeste € importante ndo somente sob o0 ponto de vista cientifico, mas cultural,
histérico e também econdmico, pois esses animais constituem uma base genética para
uma pecudria produtiva em ambientes desfavoraveis. Em sintese, a criagdo desta raca —
comercialmente ou ndo — significa a conservagdo de um patriménio genético que por
mais de 400 anos ajudou a escrever a histéria do Brasil, adém de poder vir e ser

fundamental para a agricultura futura (Britto, 1998).

1.5 Mar cador es molecular es micr ossatélites na analise de populacbes
O estudo das estruturas populacionais através de técnicas moleculares talvez

sgja a parte mais importante da genética da conservacdo e tem sido Util tanto para o
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conhecimento de populagbes exploradas comercialmente, como para espécies
ameacadas de extingdo (Solé-Cava, 2004).

Varios aspectos sdo Uteis para a caracterizagdo de uma populagdo o que inclui
tracos fenotipicos, reproducdo, distribuicdo geogréfica, origem, habitat etc. A
caracterizagdo genética através de marcadores moleculares — permitindo a avaliagdo da
variabilidade genética — € um aspecto adicional importante para se estabelecer
estratégias e programas de conservacdo genética das mesmas (Vasconcellos et al, 2003).

Os microssatélites — ou repeticdes curtas em tandem (STRS, short tandem
repeats) — s&0 marcadores moleculares de relativa abundancia no genoma, apresentam
ato grau de polimorfismo, e se constituem numa excelente ferramenta para
caracterizacdo genética das populactes (Almeida et al, 2000).

Esses marcadores tornaram-se rapidamente os preferidos para estudos de
conservacdo dos recursos genéticos animais (Mariante e Cavalcante, 2006) pois
possuem caracteristicas apropriadas para uso em projetos envolvendo o conhecimento
da estrutura populacional (MacHugh et al, 1997; 1998). Tém sido também amplamente
usados em estudos de populaces e/ou espécies e suas relacdes evolutivas (Ritz et al,
2000).

Foram muito empregados para estudar a domesticacéo bovina, os padrdes de
migracdo (Loftus et al, 1994), para caracterizar a estrutura das populaces de gado
(MacHugh et al, 1997; 1998) e também para avaliar similaridades genéticas entre e
dentro de racas (Ciampolini et al, 1995). De acordo com Barendse et al (1997), Kappes
et al (1997) e Peelman et al (1998) existem mais de mil microssatélites disponiveis para
arealizacéo destes estudos.

Segundo Kantanen et al (2000) eles também sdo importantes para tomada de

decisdes em programas de conservacdo de ragas, as quais possuem uma histéria
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evolutiva que tem muito valor para a manutencdo da sua diversidade genética (Haal e
Bradley, 1995, apud Kantanen et al, 2000; Ciampolini et al, 1995).

De acordo com a FAO (1995; 2004) sdo os marcadores preferenciais para
caracterizagdo das ragas e para projetos de conservagdo numa escala internacional,
como o Programa Integrado de Manejo dos Recursos Genéticos. Através do projeto
intitulado ~ Measurement ~ of  Domestic ~ Animal  Diversity =~ (MODAD)
(http://www.fao.org/dad is) a FAO e a International Society of Animal Genetics
(ISAG), em 1995, formaram um grupo de consultores que elaboraram diretrizes e
recomendacOes técnicas para a avaliacdo da diversidade genética. Foi elaborada uma
lista de trinta locos de microssatélites selecionados para estudos de diversidade
genética, caracterizacdo das ragas bovinas e para projetos de conservacdo numa escala
internacional, 0 que possibilita uma comparacdo objetiva devido a uniformizacdo dos
marcadores utilizados. No ano de 2004 a lista foi ampliada com a inclusdo de novos
marcadores.

Algumas ragas crioulas vém sendo caracterizadas geneticamente com
microssatélites visando contribuir para a sua conservacdo, como nos mostram Egito et
al (2004) com ragas nativas brasileiras, incluindo a Péduro. A raca foi estudada
citogeneticamente por Britto (1998) e através de RAPD por Serrano et al (2004);
também foi incluida em estudos de filogeografia através do DNA mitocondria (Miretti
et al, 2004).

Na literatura mundial, selecionamos alguns estudos feitos em diferentes
localidades, todos eles dando énfase a ragas bovinas nativas, 0s quais passamos a
resumir.

Na América do Sul, a caracterizacdo genética através de microssatélites de

racas nativas foi realizada por Armstrong et al (2006) com o gado crioulo do Uruguai,
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por Sastre (2003) e Barrera et a/ (2006) com o gado crioulo colombiano. Na Europa —
onde foram feitos a maioria dos estudos — salientamos Maudet et a/ (2002) com as ragas
nativas Abondance e Tarentaise da Franca, Casellas et al/ (2004) com a raga nativa
Alberes da Catalunha, Chikhi et a/ (2004) com a raca nativa Insular Jersey do Reino
Unido, e Mateus et al (2004) com ragas nativas de Portugal. Ragas nativas do nordeste
da Asia foram estudadas por Kim et al (2002) na China, Coréia e Jap&o; ainda na Asia,
Mukesh et al (2004) estudaram na india as ragas Hariana e Deoni e a raga nativa
Sahiwal do Paquistdo. Na Africa merece destaque o trabalho de |beagha-Awemu e

Erhardt (2005) com as ragas Namchi, Muturu e N"Dama, todas Bos taurus.



. OBJETIVOS
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De acordo com o que foi exposto, é notavel aimportancia social, econémica e
biolégica dos bovinos, justificando estudos que auxiliem no conhecimento da
composi¢ao genética e estrutura populacional da espécie. No nosso caso, utilizamos um
rebanho da raca Pé-duro, visando:

v/ Caracterizar geneticamente uma amostra populacional através de locos
de marcadores moleculares microssatélites (STRS).

v Estimar a variabilidade genética através das freguéncias génicas,
heterozigose e contetido de informag&o do polimorfismo (Pic).

v' Verificar se apopulacdo estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

v' Comparar os dados obtidos com dados da literatura de outras ragas
nativas.

v A partir dos dados obtidos colaborar com o Nucleo de Conservagéo in

situ em S80 Jodo do Piaui para uma efetiva conservacao da raca Pé-duro.



I11. MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostra estudada

O DNA gendmico foi obtido a partir de sangue coletado em uma amostra
(n=126) de um rebanho da raca Pé-duro do estado do Piaui, mantido na Fazenda
Experimental Octavio Domingues, da Embrapa Meio-Norte, no municipio de S0 Jodo
do Piaui. As amostras foram coletadas por Marcos Miretti em julho de 2003 e 0 DNA
foi extraido segundo a metodologia de Higuchi (1989). Desde entdo estas amostras

estéo estocadas e conservadas no Laboratdrio de Genética Bioquimica da FMRP.

3.2 Marcador es microssatélites investigados

Dez marcadores microssatélites foram analisados, conforme consta da Tabela
1. Sete das sequéncias — SPSI15, BM1824, BM2113, TGLA122, ETH225, ETHIO0 e
INRA23 — fazem parte das 30 recomendadas pela FAO e pela ISAG para estudo de
diversidade genética de bovinos. As sequiéncias BMS4049 e UWCA46 (Tabela 1) foram
estudadas porque sdo marcadores associados a caracteristicas quantitativas de interesse
econdmico (QTL - quantitative trait loci) (Maau-Aduli et al, 2007). O marcador
BMS348 foi estudado por estar localizado no cromossomo 14 (Kappes et al, 1997),
proximo ao loco codificador da anidrase carbbnica, considerado muito informativo nos

estudos de caracterizacao de racas bovinas (Lara et al, 2005).
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Tabela 1 - Marcadores microssatélites, localizagdo cromossdmica (Cr.), sequéncia do

iniciador e tamanho dos fragmentos descritos (pb) para os dez locos analisados.

Marcadores Cr. |Seguénciado iniciador Tamanho | Referéncia
Microssatélites (5 ->3) Forward (bp)
Reverse
SPS115 1S | AAGTOACACAACAGCTTCTCOAG 234-258 | Peelman et al (1998)
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG
BM1824 1 | CAGCAAGETGTTTTITCOAATC 176-197 |Bishop et al (1994)
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
BM2113 2 | L CTOCCTTCTACCAAATACES 122-156 | Maudet et a/ (2002)
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC Peel man et al (1998)
BM$4049 1 | GATCAAGTTGTCAACACACACAC 91-111 | Stone et al (1996)
TCTCATTTCTCTCCCTGTGC
TGLA122 2] | CCTCOTCCAGETAAATCAGE 136-184 | Maudet et al (2002)
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC Pedrnerletal (1998)
ETH225 9 | CATCACCTTGCCACTATTTCCT 131-159 |Frieset al (1993)
ACATGACAGCCAGCTGCTACT
ETH10 S | GITCAGGACTEGCCCTGCTAACA 207-231 | Steffen et al (1993)
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC V; al man et al ( 199 4)
INRAZ3 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 195_222 Val man et al (1994)
TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC
UWCA46 1 | ccATTTeTCTOTTEETAACTGE 120-147 |Sunet al (1995)
CTCTCACAGGTGGGGTC
BMS348 14 | T ATGTGCACCACCES 158-182 |Stoneet al (1995)

ACTCACTGGCTCTCAATGACTC

3.3 Amplificacdes por PCR

As amplificaces por PCR foram realizadas com 200 ng de DNA gendmico,

1,5 mM a4,0 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,150 uM a 0,200 uM para os

iniciadores microssatélites 2,5 ul de tampéo de reacdo fornecido com a enzima para a

concentracdo de 10X, 1U/ul de Tag DNA polimerase (Biotools) e dgua desionizada
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para completar o volume final até 25 ul (Tabela 2). A mistura total da PCR foi
submetida ao termociclador modelo Robocycler 40 marca Stratagene, utilizando

diferentes programas para cadaloco (Tabela 3).

Tabela 2. CondicBes de amplificacdo dos locos microssatélites utilizando a técnica de

PCR.
Microssatélites | Tm° [MgCI;] [STRSg| dNTP Taq DNA
0 (mM) (uM) (uM) (U/ul)

SPS115 58-63° 15 0,175 200 0,5
BM1824 58-63° 15 0,150 200 0,5
BM2113 58-63° 15 0,175 200 0,5
BM 34049 55° 3,0 0,150 200 0,5
TGLA122 45° 3,0 0,180 200 0,5
ETH225 57° 3,0 0,150 200 0,5
ETH10 55° 3,0 0,100 200 0,5
INRA23 50° 4,0 0,200 200 0,5
UWCA46 57° 4,0 0,150 200 0,3
BMS348 58° 4,0 0,150 200 0,3

3.4 Determinacéo fenotipica

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% desnaturante (uréia) e 10% ndo desnaturante (glicerol), seguida de
coloragdo com nitrato de prata de acordo com o protocolo de Sanguinetti ef al (1994).
Os aelos foram identificados por ordem crescente de tamanho; foi utilizada uma fonte
Amersham Pharmacia Biotech (EPS 1001) gjustada a voltagem ou corrente constante
necessaria para uma boa separacdo dos fragmentos amplificados. A estimativa do

tamanho em pares de base (pb) no gel ndo desnaturante foi verificada utilizando-se o



Tabela 3. Programas utilizados para amplificacdo dos locos microssatélites.

L ocos
SPS115
BM 1824 BM S4049 TGLA122 ETH225 ETH10 INRA23 UWCA46 BM S348
BM2113
1cic|o:y 1cic|o:’ 1ciclo: ' 1cic|o:y 1ciclo:’ 1ciclo:’ 1ciclo:’ 1ciclo:’
94°C -5 94°C-1 95°C - 10 94°C-1 94°C-1 94°C -5 94°C -5 94°C -5
5cicl os:
94°C - 1 _ _ _ _ _ _ _
63°C - 1
72°C-1
30cidl os. 35cidl os: 35cidl oS! 35cidl os. 38cicl oS 32cicl os: 32cicl os: 32cicl os:
94°C - 1 94°C - 1 95°C - 30 94°C - 1 94°C - 1 94°C - 40 94°C - 40 94°C - 40
58°C - 1 55°C - 1 45°C - 1 57°C - 1 55°C - 1 50°C - 1 57°C - 1 58°C - 1
72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1
1ciclo: ’ 1ciclo: ' 1ciclo: ' 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’
72°C- 10 72°C- 10 72°C- 20 72°C - 20 72°C-20 72°C-10 72°C-10 72°C-10

ve
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marcador molecular DNA Ladder Invitrogen de peso molecular de 25pb e 50pb. No gel
desnaturante, o tamanho em pares de base (pb) foi verificado colocando-se em ordem
ascendente todos os alelos de cada loco, obtidos na amplificagdo das amostras,
intercalando-se padrdes sequienciados que amplificavam na mesma regido que os alelos
observados nos locos em Pé-duro. Os padrdes sequienciados foram gentilmente cedidos
pela bidloga Maria do Carmo Tomitdo Canas, do Laboratério de Genética de
Populagbes-Investigacdo de Paternidade, FMRP-USP. Todos os aelos encontrados
foram comparados entre si e, apOs uma leitura prévia, aquelas amostras que a principio
pareciam conter 0 mesmo alelo foram comparadas lado a lado em outro gel, para
confirmacdo de suas leituras. Apo6s a corroboragéo foram escol hidos padrdes precisos de

leitura para tipagem das demais amostras.

3.5 Andlises estatisticas

As frequiéncias alélicas em cada loco foram estimadas por contagem direta na
populacdo Pé-duro pelo programa GENEPOP, versdo 3.0 (Raymond e Rousset, 1995) e
utilizadas para calcular a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg. O programa GDA
versdo 1.0 (Lewis e Zaykin, 1997) foi empregado para estimar as heterozigoses
esperada, observada e média, e a edtatistica F pela andlise do Fis (coeficiente de
endogamia), de acordo com a férmula desenvolvida por Nei (1987); os valores de
diversidade génica e riqueza aélica foram calculados pelo programa FSTAT, versdo
2.9.3 (Goudet, 2001), e os valores de Pic (contetdo de informagdo de polimorfismo)
para cada marcador microssatélite foram calculados pelo programa Cervus, verséo 3.0.3

(Marshall et al, 1998).
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3.5.1 Estimativas das fregliiéncias alélicas e genotipicas

Os locos STRs apresentam aelos codominantes 0 que permite inferir os
gendtipos a partir dos respectivos fendtipos. As frequéncias alélicas (x;) e genotipicas
(Xi;) de cada loco em Pé-duro foram estimadas por contagem direta, utilizando-se o

programa GENEPOP, versao 3.0 (Raymond e Rousset, 1995) segundo as equacoes.

2. + Enl,. n..

S ij ii

Xx=——"—— . X,=—
n

Em que:

x; éafreqiénciado alelo “i”;

X;; é afrequiéncia do gendtipo “ii”;

n; € n; correspondem ao niimero de homozigotos e heterozigotos observados
parao aelo i, respectivamente;

n corresponde ao numero de individuos analisados.

3.5.2 Heterozigose intraloco observada, esperada e contelido de informacgédo de

polimorfismo

A comparacdo das distribuicbes das frequéncias alélicas foi realizada pelo
teste exato de Fisher. Com esta mesma ferramenta foi estimada, para cada loco, a
heterozigose intraloco observada (H,) e esperada (He) usando o Genetic Data Analysis
Package GDA (Lewis e Zaykin, 1997); o contetdo de informacéo de polimorfismo foi

calculado usando o programa Cervus, versao 3.0.3 (Marshall ef al, 1998).

Heterozigose intraloco observada (H,)

H, = numero de heterozigotos observados no loco i

numero total de individuos
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Heterozigose intraloco esperada (He)

H, = numero de heterozigotos esperados no loco i

numero total de individuos

Contetudo de informacao de polimor fismo

n-1
Pic=1- (Zpiz )i=1 _z ;2]?1.2 pJ?j:Hl

Onde: p; e p; so asfrequiéncias a élicas

3.5.3 Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg
Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as freqUéncias genotipicas

esperadas no equilibrio podem ser estimadas a partir da expansédo do seguinte binémio:

(x +x].)2 :xl.2 +2xl.xj +xf

Em que:
x;/ éafregliéncia esperada dos homozigotos parao alelo i;
2x;x; € afreqliéncia esperada dos heterozigotos ij;

ij é afregiiéncia esperada dos homozigotos parao alelo j.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as proporgoes tedricas
de Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do programa GENEPOP, verséo 3.0
(Raymond e Rousset, 1995) para Windows®. Foram realizados trés testes baseados na
hipétese nula de unido aleatdria dos gametas: teste exato de probabilidade global, teste
para deteccdo da deficiéncia e teste para deteccdo do excesso de heterozigotos. Em
todos os testes, o valor de P foi efetuado utilizando-se o procedimento da cadeia de

Markov (1000 “dememorization”, 100 “batches’, 1000 “iterations’).
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3.5.4 Diversidade génica

A estimativa da diversidade génica (Hs) por loco e por amostra, foi obtida de

acordo com a equacao proposta por Nel (1987), utilizando-se o programa FSTAT 2.9.3

(Goudet, 2001).

Hsk =

nk_l(l_zpizk —H, [2n,)

ny

Em que:

H,;. € a heterozigose média dentro da populacéo k, ou diversidade génica;
ni € 0 tamanho da k-ésima amostra,

Py éafrequénciado aleloi naamostrak, e

H,; € apropor¢do de heterozigotos observada na amostra da populacéo k.

A edtatistica F, andlise do Fis, foi obtida como descrito por Nei (1987),
usando 0 Genetic Data Analysis Package GDA (Lewis e Zaykin, 1997). O valor de Fis
foi estimado para cadaloco e amostra.

k
HO
Jes

N

Fisk:l_

Em que:

F;* é o coeficiente de endogamia dentro de uma populagdo k (déficit de
heterozigotos dentro de uma popul agdo);

H," é aproporco observada de heterozigotos na amostra da popul agéo k;

H* é aheterozigose média dentro da popul agdo k, ou diversidade génica
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3.5.5Riqueza alélica

Riqueza alélica € uma medida de variacdo genética do nUmero médio de
alelos por loco ou de diversidade alélica. O numero observado de alelos em uma
amostra € atamente dependente do tamanho da amostra. Para evitar este problema, El
Mousadik e Petit (1996) sugeriram adaptar o indice de rarefacdo de Hurlbert (1971)
para genética de populaces (Petit er al, 1998). A riqueza aélica foi calculada pelo
programa FSTAT versdo 2.9.3 (Goudet, 2001), onde R € a estimativa de riqueza a élica
por loco e por amostra. O principio € calcular o nimero esperado de alelos em uma
amostra substituta de 2n genes, dado que 2N genes foram amostrados (N > n). Ni é o
nimero de alelos do tipo i entre os 2N genes, e 0 n € fixo como 0 menor nimero de
individuos tipados para um loco em uma amostra. De acordo com Leberg (2002) é
necessario padronizar e corrigir o valor de n, pois a comparacao entre varios tamanhos
de amostra de varios trabal hos diferentes se tornaria complicada. No presente trabalho o
valor fixo de n foi considerado e gjustado ao valor de um individuo dipléide (»=1), ou
sgja, a probabilidade de um alelo ser representado pelo menos umavez em uma amostra
de um individuo 2n, permitindo assim uma real comparacéo com o trabalho de Sastre
(2003).

A riqueza alélica € entdo cal culada como:

(ZN—NI.j
R—Zni 1 27

& - (ZNj
i 2n
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4.1 Diversidade genética dentro da populagdo Pé-duro

Foram identificados 101 aelos nos dez locos analisados, com um ndmero
médio de 10,1 alelos por loco. Esse nimero variou de trés alelos em BMS348 a 20
adelos em TGLA122 (Tabela 4). O numero de aelos por loco, com excecdo de
BMS348, esta de acordo com os parametros de diversidade recomendados pela FAO, a
qual sugere pelo menos cinco aelos por loco para ser considerado um bom indicador de
variabilidade genética (Tabela 4).

Os valores de riqueza alélica foram calculados para cada loco e variaram de
1,455 em BM$34049 e 1,51 em BMS348 a 1,912 em TGLA122 e UWCA46 (Tabelad e
Gréfico 1). Em um total de 101 alelos encontrados em Pé-duro foi verificado o valor
médio de riqueza alélica de 1,748, com base em uma amostra minima de um individuo
diplGide (2n), ou sgja, a probabilidade de um aelo ser representado pelo menos umavez
em uma amostrade um individuo 2n (Tabela 4 e Gréfico 1).

As frequéncias aélicas caculadas para cada loco mostraram que todos eles
apresentaram alelos com freqiiéncia muito baixa (<0,100) com apenas um ou dois com
freqUéncia ata; isso pode ser exemplificado pelo loco BMS4049 com o aelo 3 mais
freqiente (71,8%), e pelo loco BMS348 com o alelo 2 mais frequente (59,6%), mas a
situacdo também pdde ser verificada em outros locos. Os locos que apresentaram uma
distribuicdo alélica mais uniforme foram TGLA122, ETH10, INRA23 e UWCA46
(Tabelab).

A populacdo Pé-duro apresentou valores significativos de diversidade génica
com o vaor médio de 75,6%; o maior valor encontrado foi 91,3%, nos locos TGLA122
e UWCAA46. As excegdes ocorreram nos locos BM S4049 — 45,5% — e BM S348 — 50,2%
(Tabela 6 e Grafico 2). O valor médio da heterozigose esperada foi de 75,5%, da

observada foi de 60% e, de uma maneira geral, todos os locos apresentaram valores
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maiores de heterozigose esperada em relacéo a observada. O loco BM1824 foi o Unico
gue apresentou valores iguais de diversidade génica (76,4%), de heterozigose esperada
(76,4%) e observada (76,2%) (Tabela 6 e Gréfico 2).

Foram observados valores significativos de Pic na maioria dos locos
analisados no presente trabalho, os maiores em TGLA122 — 90,2% — e UWCA46 —
90,1% — indicando assim alta diversidade e polimorfismo, uma vez que valores de Pic
maiores gque 0,50 sdo considerados mais informativos, excegdes foram observadas nos
locos BM $4049, com 42,0%, e BM S348, com 39,7% (Tabela 6 e Gréfico 2).

O vaor do coeficiente de endogamia Fis observado na populagdo Pé-duro,
considerando todos os locos, foi estatisticamente significativo (Fis= 0,206; P<0,01),
com o menor valor observado no loco BM1824 (0,002) e o maior valor em ETH225
(0,390) (Tabelas 6 e 7 e Gréfico 3).

As andises redizadas com 0os marcadores microssatélites revelaram desvios
significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05) em todos os locos analisados no
teste exato, com excegdo do loco BMS348 (Tabela 8). Foram aplicados dois testes mais
sensivels do que o teste exato, para averiguar se 0 desvio era causado por déficit ou excesso
de heterozigotos. Estes testes indicaram desvios significativos do equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,05) devido a fadta de heterozigotos em sete dos dez locos andisados,

SPS115, BM2113, TGLA122, ETH225, ETH10, INRA23 e UWCA46 (Tabela 8).

4.2 Diversidade genética comparativa entre a populacéo Pé-duro e populacbes

nativas de Bos taurus.

4.2.1 Diversidade génica
Conforme salientado na Introducdo e nos Objetivos procuramos fazer uma

analise comparativa entre os dados obtidos com a raca Pé-duro e os obtidos com outras
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racas nativas, de vérias localidades. Para tanto utilizamos dados publicados sobre a raca
crioula colombiana Casanare (Sastre, 2003), umaraga crioula do Uruguai (Armstrong et
al, 2006) a raga nativa Jersey, da llha de Jersey (Chikhi er al, 2004), assim como dois
trabalhos desenvolvidos com algumas ragas nativas asi&ticas (Kim et al, 2002) e com
racas nativas da Europa (Cafon et al, 2001).

As ragas nativas asiaticas estudadas por Kim et al (2002) se constituiram de
quatro da Coréia (Gohung, Pgju, Haman e Sanji; n=105) uma da China (Gado Chinés;
n=41) e uma do Japdo (Gado Negro Japonés;, n=36). As européias englobaram nativas
da Espanha (Alistana, Asturiana, Montana, Asturiana Valles, Sayaguesa, Tudanca
Arilefia, Bruna del Pirineus, Morucha, Pirenoica e Retinta), de Portugal (Alentejana,
Barrosa, Maronesa, Mertolenga e Mirandesa) e da Franca (Aubrac, Gascone e Salers).
De cada uma dessas Ultimas foram analisados 50 individuos, num total amostral de 899.
Também utilizamos em uma das comparagdes (Tabela 10 e Gréficos 10 e 12) um
trabalho desenvolvido por Mateus et al (2004) apenas com ragas nativas portuguesas
englobando a Alentgjana, Arouquesa, Barrosa, Brava de Lide, Garvonesa, Minhota,
Mertolenga, Maronesa e Mirandesa (n=470).

Foi possivel também fazer comparagdes com uma raca da Catalunha, a Alberes
(n=82) e com trés ragas africanas de Bos taurus, a Namchi (n=30), a Muturu (n=20) e a
N’'Dama (n=26). O trabalho com o gado cataldo foi desenvolvido por Casellas et al
(2004) e o trabalho com o gado africano por Ibeagha-Awemu e Erhardt (2005).

Os dados relativos a diversidade génica estdo mostrados na Tabela 9, onde
podemos observar uma diversidade génica bem acentuada em todas essas populagdes de
Bos taurus. Os maiores valores em todos os locos foram observados em Pé-duro
seguindo-se a raga Casanare da Coldmbia e populagdes de ragas nativas da Europa com

valores médios de 81,3%, 76,0% e 74,7%, respectivamente. Considerando-se cada loco
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separadamente, a variacdo entre essas trés populacdes € pequena (Tabela 9 e Gréficos 4,
5e9). As populacbes das racas crioula do Uruguai, asidticas e Jersey apresentaram
valores médios de diversidade génica semelhantes entre si, 66,7%, 66,0% e 63,3%,
respectivamente, e menores que os observados na Pé-duro (81,3%) (Tabela 9 e Gréficos
6, 7 € 8). O loco ETH10 foi 0o que mostrou maior discrepancia entre o valor obtido para
a Pé-duro (88%) e os valores obtidos para as ragas asiaicas (58,4%), crioula do
Uruguai (58%) e a Jersey (62,4%). Em relagdo ao loco TGLA122, o valor obtido para a

Pé-duro (91,3%) foi muito maior do que o descrito para a Jersey (65,7%).

4.2.2 Numer o de alelos amostr ados

Foi possivel fazer uma analise comparativa do nimero de alelos amostrados por
loco e 0 nimero médio entre a nossa populagéo Pé-duro, a crioula Casanare da Colémbia,
(Sastre, 2003), outro estudo com ragas nativas de Portugal (Mateus et al, 2004), a
crioula do Uruguai (Armstrong et al, 2006), e a raca nativa Jersey do Reino Unido
(Chikhi et al, 2004) (Tabela 10 e Gréfico 10). As andlises comparativas da populagdo
Pé-duro com cada uma das outras utilizadas (Gréficos 11 a 14) foram mais informativas
em relacdo a Casanare e as portuguesas, pela coincidéncia dos locos escolhidos. O
nimero médio de alelos ndo foi diferente entre a Pé-duro e essas ragas nativas
portuguesas (11,3 e 11,0, respectivamente) e, com excecdo do loco TGLA 122, também

nao foi muito diferente entre a Pé-duro e a Casanare da Cold6mbia.

4.2.3 Heter ozigose observada

Os valores comparativos de heterozigose observada por loco e o valor médio
para cada populacéo foi verificado entre a Pé-duro e a Casanare (Sastre, 2003), a crioula
do Uruguai (Armstrong et al, 2006) e araca nativa Jersey do Reino Unido (Chikhi et al,

2004). Os valores de heterozigose média observados foram 62,3% em Pé-duro, 75,3%
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em Casanare, (0 maior valor observado), 67,5% na crioula do Uruguai e 66,6% em
Jersey (Tabela 11 e Gréfico 15). De uma maneira geral foram verificados valores
menores de heterozigose observada em Pé-duro na maioria dos locos; isso pode ser
observado no loco SPS115 com 57,6%, enquanto que em Casanare foi de 73,8%
(Tabela 11 e Gréfico 16), e também no loco BM 2113, com 62,1%, enquanto que naraga
crioula do Uruguai foi de 78,8% (Tabela 11 e Grafico 17). O menor valor observado em
Pé-duro foi no loco ETH225 (47,6%) enquanto que a populacdo Jersey apresentou valor
igual a 60,9% no mesmo loco (Tabela 11 e Gréfico 18). Entretanto, no loco BM1824,
Pé-duro apresentou um valor maior de heterozigose observada (76,2%) em relacdo a

raca Casanare (69,5%) (Tabela 1l e Gréfico 16).

4.2.4 Coeficiente de endogamia (Fis)

Foi possivel comparar os valores obtidos do coeficiente de endogamia por loco com
araca crioula da Colémbia (Sastre, 2003), com ragas nativas da Espanha, Portugal e Franga
(Cafion et al, 2001), com a raca nativa Alberes da Catdlunha (Casdllas et al, 2004) e com
trés ragas nativas da Africa, a Namchi, a Muturu e a N’ Dama (Ibeagha-Awemu e Erhardt,
2005). Como pode ser verificado na Tabela 12 e nos gréficos 19 a 22, os dados sdo muito
discrepantes, com excegdo do loco INRA23, onde os vaores observados do coeficiente de
endogamia em Pé-duro e em uma das populagbes africanas — N"Dama — foram muito
semelhantes, 0,334 e 0,351, respectivamente. Em relacdo ao loco SPS115 o coeficiente de
endogamia ndo diferiu muito entre Pé-duro (0,162), Casanare da Colémbia (0,100) e racas

nativas da Espanha, Portugal e Franca (0,118).

4.2.5 Riqueza alélica

Os valores comparativos de riqueza alélica por loco e o valor médio foi

verificado em Pé-duro e na Casanare da Coldmbia, Sastre (2003). Como pode ser visto
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na Tabela 13 e no Gréfico 23, os valores observados tanto para a riqueza aélica média

como para cada um dos cinco locos comparados, foram muito préoximos.

4.3 Diversidade genética comparativa entre a populacdo Pé-duro e populacfes
nativas da india Bosindicus.

Para essa analise comparativa utilizamos dados de ragas nativas indianas, a
Sahiwal (n=48) do Paquistéo e norte da india, a Hariana (n=40) do norte da india e a
Deoni (n=48) daregifo oeste da india (Radko et al, 2005).

Os valores do nimero de aelos por loco estdo mostrados na Tabela 15 e Grafico
24. Como pode ser observado, houve coincidéncia de apenas dois locos nas popul agdes
nativas da india, com os demais analisados em Pé-duro. As trés populagdes indianas
apresentaram menor numero de alelos nos dois locos e menor média do nimero de
alelos em relagdo a Péduro. Quando analisamos o conteldo de informagcdo de
polimorfismo (Tabela 16 e Grafico 25) também podemos verificar maiores valores da
meédia dos dois locos analisados em Pée-duro em relacéo as racas indianas. Quando a
andlise é feita separadamente por loco, observamos no loco ETH225 valores préximos
entre Pé-duro e a populacdo Deoni (0,745 e 0,690 respectivamente) e também no loco

ETH10 entre Pé-duro e a populacdo Hariana (0,864 e 0,750 respectivamente).

4.4 Diversidade genética comparativa entre Pé-duro e racas comerciais de Bos

taurus e Bosindicus.

As racas comerciais de Bos indicus (Gir e duas populacfes de Nelore) haviam
sido estudadas em rebanhos brasileiros por Curi e Lopes (2002), Cervini et al (2006) e
Lara et al (2005); as de Bos taurus (Polish Red, Hereford e Holstein-Friesian), por

Mukesh et al (2004).
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4.4.1 Numer o de alelos amostrados

O numero de alelos por loco assim como o valor médio de aelos por loco nas
sete populactes estdo mostrados na Tabela 17 e Gréficos 26 e 27. Em uma das
populacbes da raca Nelore e na populacdo da raga Gir houve coincidéncia de quatro
locos, entre os nove analisados em Pé-duro. Houve mais coincidéncia com os analisados
nas trés racas comerciais de Bos taurus, isto €, Polish Red, Hereford e Holstein-Friesian.
A média do nimero de alelos no total de locos analisados foi muito proxima entre Pé-
duro (11,3) e Polish Red (9,0), mas diferiu entre a nossa amostra e as outras duas de Bos
taurus: Hereford (5,0) e Holstein-Friesian (6,0).

Em relacdo a Bos indicus, em uma populacdo de gado Nelore, com 200
individuos analisados, a média do nimero de alelos em seis dos nove locos analisados
em Pé-duro, ndo foi muito diferente (9,8 e 11,3, respectivamente). O loco SPS115 foi o

gue apresentou uma distribui¢do mais uniforme, em cinco popul agdes.

4.4.2 Contetdo de infor magao de polimorfismo.

A andlise comparativa do contetido de informag&o de polimorfismo por loco e
amédia para cada populagdo estdo ilustradas na Tabela 18 e Gréficos 28 e 29. Natabela
18 podemos verificar que sete dos nove locos analisados em Pé-duro também foram
estudados nas racas Bos taurus Polish Red, Hereford e Holstein-Friesian. Os valores
obtidos considerando-se as quatro amostras ndo foram muito discrepantes, com excecéo
doslocos TGLA122, ETH10 e INRA23; nesse ultimo, entretanto, os valores observados
em Pé-duro e Polish Red sdo préximos.

Quando comparamos Pé-duro com a amostra de Nelore (Bos indicus) com 200
individuos também podemos estabelecer uma correspondéncia do conteldo de
informacdo de polimorfismo em todos os locos analisados nas duas investigacdes, com

excecdo do loco ETH10.



4.5 Tabelas e Gréficos

Tabela 4. Numero de aelos, Riqueza Alélica por |oco baseada

numa amostra minima de um individuo dipléide (2n).

L ocos N° Alelos Riqueza Aldica
SPS115 6 1,688
BM 1824 6 1,764
BM2113 9 1,772
BM $4049 5 1,455
TGLA122 20 1,912
ETH225 11 1,780
ETH10 12 1,789
INRA23 15 1,897
UWCA46 14 1,912
BMS348 3 1512
Valor médio 10,1 1,748
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Gréfico 1. Riqueza délica (Rs) por loco baseada numa amostra minima de um

individuo diploide (2n).




Tabela 5. Freguéncias aélicas para os dez microssatélites analisados na populagdo Pé-duro. Os alelos mais frequentes (>20%) aparecem

destacados.

Alelos SPS115 BM 1824 BM2113 BM3A049 TGLA122 ETH225 ETH10 INRA23 UWCA46 BMS348
1 0,092 0,115 0,065 0,016 0,008 0,218 0,044 0,016 0,067 0,024
2 0,516 0,316 0,105 0,004 0,096 0,024 0,020 0,596
3 0,084 0,291 0,218 0,718 0,083 0,345 0,124 0,060 0,103 0,380
4 0,092 0,184 0,379 0,159 0,063 0,072 0,060 0,087
5 0,136 0,086 0,153 0,044 0,012 0,210 0,200 0,052 0,095
6 0,080 0,008 0,024 0,075 0,164 0,077 0,040
7 0,024 0,063 0,029 0,048 0,132 0,069 0,028
8 0,020 0,066 0,012 0,072 0,052 0,063
9 0,012 0,008 0,008 0,036 0,157 0,024
10 0,091 0,012 0,036 0,065 0,107
11 0,004 0,004 0,012 0,198 0,143

0]7
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

0,033
0,021
0,033
0,004
0,008
0,083
0,058
0,190
0,037
0,120
0,045

0,066

0,012

0,113
0,040
0,008

0,008

0,099
0,099

0,024

v
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Tabela 6. Heterozigose esperada (He), heterozigose observada (Ho), diversidade génica (Hs),

contetido de informacdo de polimorfismo (Pic) e valor do Fis para cadaloco na populagédo Pé-duro.

L ocos (He) (Ho) (Hs) (Pic) Fis
SPS115 0,687 0,576 0,688 0,657 0,162
BM1824 0,764 0,762 0,764 0,722 0,002
BM2113 0,772 0,621 0,772 0,739 0,195
BM 34049 0,454 0,373 0,455 0,420 0,179
TGLA122 0,912 0,661 0,913 0,902 0,275
ETH225 0,780 0,476 0,781 0,745 0,390
ETH10 0,880 0,672 0,880 0,864 0,237
INRA23 0,896 0,596 0,898 0,884 0,334
UWCA46 0,911 0,801 0,913 0,901 0,121
BMS348 0,502 0,464 0,502 0,397 0,075
Valor médio 0,755 0,600 0,756 0,723 0,206*

* P<0,01
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Gréfico 2. Heterozigose esperada (He), heterozigose observada (Ho), diversidade génica (Hs) e

contetido de informac&o de polimorfismo (Pic) para cadaloco na populacdo Pé-duro.

Tabela 7. Coeficiente de endogamia Fis para todos

os locos analisados.

Coeficiente de Endogamia

Intervalo de confianca 95% 0,134/ 0,269
Intervalo de confianca 99% 0,109/ 0,298*
Valor de Fis 0,206*

* P<0,01
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Gréfico 3. Coeficiente de endogamia Fis paratodos os |ocos analisados.
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Tabela 8. Probabilidade obtida com o teste exato e déficit de heterozigotos para verificacdo do

Equilibrio de Hardy-Weinberg pelo método de Fisher para cadaloco na popul agdo Pé-duro.

Teste déficit de
Teste exato heter ozigotos
L ocos Hardy-Weinberg Erro Padréo g Erro padréo
(valor de P) Hardy-Weinberg
(valor de P)
SPS115 0,0000* 0,0000 0,0063* 0,0013
BM1524 0,0026* 0,0009 0,1994 0,0149
BM2113 0,0000* 0,0002 0,0029* 0,0052
BMS4049 0,0002* 0,0000 0,0566 0,0000
TGLA122 0,0000* 0,0000 0,0000* 0,0014
ETH225 0,0000* 0,0000 0,0000* 0,0000
ETHI10 0,0000* 0,0000 0,0000* 0,0000
INRAZ3 0,0000* 0,0000 0,0000* 0,0000
UWCA46 0,0000* 0,0000 0,0003* 0,0002
BMS348 0,1206 0,0052 0,2655 0,0118

*Desvio significativo (P<0,05).



Tabela 9. Diversidade génica (Hs) por loco e por populagdo.
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SPS115

BM 1824

BM2113

TGLA122

ETH225

ETH10

INRA23

Média

Pé-duro
n=126

0,688

0,764

0,772

0,913

0,781

0,880

0,898

0,813

Casanare
n=54

0,684

0,686

0,822

0,848

0,763

0,760

Asiético
n=182

0,602

0,704

0,770

0,623

0,584

0,677

0,660

Uruguaio
n=19

0,755

0,580

0,667

Nativo

Jersey
n=199

0,653

0,657

0,598

0,624

0,633

Nativo
Europeu
n=899

0,736

0,729

0,776

0,747
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Grafico 4. Gréfico comparativo de diversidade génica (Hs) por loco e por popul ag&o.
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Grafico 5. Grafico comparativo de diversidade génica (Hs) por

loco entre Pé-duro e a raga crioula Casanare da Col6mbia.
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Grafico 6. Gréfico comparativo de diversidade génica (Hs)

por loco entre Pé-duro e araga crioula do Uruguai.
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Grafico 7. Grafico comparativo de diversidade génica

(Hs) por loco entre Pé-duro e ragas nativas Asiéticas.
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Gréfico 8. Gréfico comparativo de diversidade génica
(Hs) por loco entre Pé-duro e raca nativa Jersey do Reino

Unido.
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Gréfico 9. Gréfico comparativo de diversidade génica (Hs) por

loco entre Pé-duro e ragas nativas da Europa.

Tabela 10. Numero de alelos (Na) amostrados por loco e por popul ag&o.
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SPS115 | BM1824 | BM2113 | TGLA122 | ETH225 | ETH10 | INRA23 | Média

Pé-duro

n=126 6 6 9 20 11 12 15 11,3
Casanare | ; 5 11 8 10 8,2
n=54

Nativo

Portugués | 8 7 11 19 10 11 11
n=470

Uruguaio

=16 6 3 4,5
Nativo

Jersey 5 5 3 5 45
n= 199
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Grafico 10. Grafico comparativo do nimero de alelos (Na) amostrados por loco e

populacéo.
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Grafico 11. Grafico comparativo do nimero de aelos (Na)

amostrados por loco entre Pé-duro e Casanare da Col6mbia.
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Gréfico 12. Gréfico comparativo do numero de alelos (Na) amostrados

por loco entre Pé-duro e ragas nativas de Portugal .
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Grafico 13. Grafico comparativo do nimero de alelos
(Na) amostrados por loco entre Pé-duro e crioulo do

Uruguai.
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Grafico 14. Grafico comparativo do nimero de alelos (Na)

amostrados por loco entre Pé-duro e a raga nativa Jersey do

Reino Unido.

Tabela 11. Heterozigose observada (Ho) por loco e por popul agéo.
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SPS115 | BM1824 | BM2113 | TGLAL22 | ETH225 | ETH10 | INRA23 | Média
Eflg‘go 0576 |0,762 0621 | 0661 0476 | 0672 | 059 | 0,623
S:""S’f”ar 10738 | 0695 0,927 0,807 | 0602 | 0,753
Uruguaio
n=19 0,788 0,563 0,675
Nativo
Jersey 0654 | 0713 0,609 | 0690 0,666
n= 199
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Grafico 15. Grafico comparativo de heterozigose observada (Ho) por loco e

popul ag&o.
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Grafico 16. Gréfico comparativo de heterozigose observada (Ho) por loco

entre Pé-duro e Casanare da Colémbia.
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Grafico 17. Gréfico comparativo de heterozigose observada

(Ho) por loco entre Pé-duro e crioulo do Uruguai.
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Gréfico 18. Gréfico comparativo de heterozigose observada
(Ho) por loco entre Pé-duro e a raga nativa Jersey do Reino

Unido.




Tabela 12. Coeficiente de endogamia Fis por loco e por popul agéo.
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SPS115

BM1824

BM2113

TGLA122

ETH225

ETH10

INRAZ23

Pé-duro
n=126

0,162

0,002

0,195

0,275

0,390

0,237

0,334

Casanare
n=54

0,100

-0,155

-0,079

0,039

0,054

Nativo
Europeu
n=899

0,118

0,020

0,007

-0,003

0,006

0,071

Alberes
Catalunha
Espanha
n=82

-0,038

-0,010

-0,001

Africano
Namchi
n=30

0,000

0,081

-0,079

0,147

0,100

0,181

Africano
Muturu
n=20

0,000

-0,091

-0,119

-0,410

0,058

-0,004

Africano
N"Dama
n=26

0,120

-0,152

-0,063

-0,007

-0,158

0,351




56

0,4
0,3
0,2
0,1

0,1
0,2
03
04
0,5

e m%%m

SPS115 BM1824 BM2113 TGLA122 ETH10 INRA23

O Pé-duro n=126 B Africano Namchi n=30 @ Africano Muturu n=20 O Africano n=26 N'Dama

Grafico 19. Grafico comparativo do coeficiente de endogamia Fis por loco entre

Pé-duro e ragas nativas da Africa.
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Grafico 20. Grafico comparativo do coeficiente de
endogamia Fis por loco entre Péduro e Casanare da

Colémbia




0,4
0,35
0,3 -
0,25
0,2 -
0,15 -
0,1 -

0,0g ] _|

-0,05

SPS115 BM1824 BM2113 TGLA122 ETHI10 INRA23

O Pé-duro n=126 O Nativo Europeu n=899 ‘

Gréfico 21. Gréfico comparativo do coeficiente de endogamia Fis por

loco entre Pé-duro e ragas nativas da Europa.
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Grafico 22. Gréfico comparativo do coeficiente de endogamia
Fis por loco entre Pé-duro e a raca nativa Alberes da

Catalunha, Espanha.
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Tabela 13. Riqueza aélica por loco entre Pé-duro e a raga crioula

Casanare da Colébmbia

SPS115

BM1824 | TGLA122 | ETH10 | INRA23

Média

Pé-duro
n=126
(n=1)*

1,688

1,764 1,912 1,789 | 1,897

1,81

Casanare
(n=1)*

1,683

1,687 1,823 1,847 | 1,763

1,76

* Rs por loco baseada numa amostra minima de um individuo dipléide.

1,95

SPS115

BM1824 TGLA122 ETHI10 INRA23

O Pé-duro m Casanare

Média

Grafico 23. Grafico comparativo de riqueza alélica por loco entre

Pé-duro e araga crioula Casanare da Col6mbia.



Tabela 15. Vaores comparativos do numero de
alelos (Na) amostrados por loco entre Pé-duro (Bos

taurus) e ragas nativas da india (Bos indicus).

ETH225 ETH10 Media

Pé-duro 11 12 11,5
n=126
india 5 6 55
Sahival
n=48
india 5 6 55

Hariana
n=40
india 8 4 6
Deoni
n=48

ETH225 ETH10 Média

I Pé-duro n=126 O india Sahival n=48 O india Hariana n=40 ® india Deoni n=48 ‘

Grafico 24. Grafico comparativo do nimero de alelos (Na)
amostrados por loco entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas nativas

daindia (Bos indicus).
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Tabela 16. Valores comparativos do contetido de informacéo
de polimorfismo (Pic) por loco entre Pé-duro (Bos taurus) e

ragas nativas da india (Bos indicus).

ETH225 ETH10 Média
Pé-duro 0,745 0,864 0,802
n=126
india 0,58 0,58 0,580
Sahival
n=48
india 0,32 0,75 0,450
Hariana
n=40
india 0,69 0,65 0,670
Deoni
n=48
1
0,9 |
0,8 |
0,7
0,6 |
0,5 |
0,4
0,3 |
0,2 |
0,1 |
0 : :
ETH225 ETH10 Média

@ Pé-duro n=126 O india Sahival n=48 O india Hariana n=40 m india Deoni n=48

Gréafico 25. Vaores comparativos do conteddo de informagéo de
polimorfismo (Pic) por loco entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas

nativas da india (Bos indicus).
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Tabela 17. Vaores comparativos do niumero de alelos amostrados por loco entre Pé-

duro (Bos taurus) e ragas comerciais Polish Red, Hereford, Holstein-Friesan (Bos

taurus) e Gir e Nelore (Bos indicus).

SPS115 | BM1824 | BM2113 | TGLA122 | ETH225 | ETH10 | INRA23 | UWCA46 | BMS348| Média

Pé-duro | 6 9 20 11 12 15 14 3 113
n=126
Polish
Red 6 4 8 5 6 7 9 9
n=51
Hereford | 5 7 5 6 6 5 5
n=56
Holstein-
Friesian |7 5 6 10 6 6 6 6
n=58
Gir
n=40 5 4 12 3 6
familias
Nelore
bl 10 6 16 10 8 9 08
Nelore
gl 7 8 11 3 7.25

25
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0 T T T T T T T

SPS115 BM2113 BM1824 TGLA122 ETH225 ETHI10

INRA23

‘EI Pé-duro n=126 @ Polish Red n=51 0 Hereford n=56 m Holstein-Friesian n=58

Média

Grafico 26. Gréfico comparativo do nimero de alelos amostrados por

loco entre Pé-duro (Bos taurus) e populacdes de ragas comerciais Polish

Red, Hereford e Holstein-Friesian (Bos taurus).
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Grafico 27. Grafico comparativo do nimero de alelos amostrados por loco

entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas comerciais Gir e Nelore (Bos indicus).

Tabela 18. Vaores comparativos do contelido de informagdo de polimorfismo (Pic) por

loco entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas comerciais Polish Red, Hereford, Holstein-Friesian

(Bos taurus) e Gir e Nelore (Bos indicus).

SPS115 | BM1824 | BM2113 | TGLA122 | ETH225 | ETH10 | INRA23 | UWCA46 | BMS348| Média
Efl‘;‘gro 0657 | 0722 | 0739 | 0902 | 0745 | 0864 0884 |0901 | 0397 | 075
Polish
Red 0729 | 0627 0808 | 0559 | 0,753 | 0700 | 0825 071
n=51
Hereford
s 0751 | 0569 | 0801 | 0744 | 0713 | 0,684 | 059 0,69
Holstein-
Friesan | 0633 | 0711 | 0743 | 0639 0621 | 0530 | 0,740 0,65
n=58
Gir
n=40 0311 | 0,259 0,589 0,340 0,37
familias
ﬂfzoég 0612 | 0691 | 0827 0683 | 0565 | 0,835 0,70
Nelore 0,304 | 0,260 0742 | 0,085 | 034
n=137
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Gréfico 28. Gréfico comparativo do contelido de informac&o de polimorfismo (Pic)
por loco entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas comerciais Polish Red, Hereford e

Holstein-Friesian (Bos taurus).
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Grafico 29. Gréfico comparativo do contetido de informacéo de polimorfismo
(Pic) por loco entre Pé-duro (Bos taurus) e ragas comerciais Gir e Nelore (Bos

indicus).



V. DISCUSSAO
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5.1 Diversidade genética dentro da populagéo Pé-duro.

A populacdo estudada no presente trabalho constitui-se de uma amostra dessa
raca crioula, mantida no Centro de Pesquisa Agropecudria do Meio-Norte (Embrapa
Meio-Norte) em S&o Jodo do Piaui.

Considerando-se que a estimativa das freqiiéncias dos alelos em uma amostra
populacional é determinada pelo seu tamanho, taxa mutacional, fluxo génico, efeito do
fundador e deriva genética, Hedrick (2005) considera que o tamanho amostral adequado
para o estudo de uma populacdo estruturada deveria ser de no minimo, 100 individuos.
Nossa amostra, com n = 126, esta, portanto, apropriada.

Todos os locos analisados na populacéo Pé-duro foram polimorficos, portanto,
informativos (Hedrick, 2005), como pode ser verificado nas Tabelas 4 e 5.

Os parametros utilizados para estudar a variacdo genética utilizando os dez
locos microssatélites em Pé-duro — heterozigose e diversidade genética, contelido de
informacdo de polimorfismo (Pic) nUmero de alelos, riqueza aélica e coeficiente de
endocruzamento (Fis) — indicaram existéncia de variabilidade na populacéo desse gado
do Piaui (Tabelas 4, 5 e 6). Presume-se que a heterozigose esperada, importante medida
da variagdo genética (Nei, 1987, apud Hedrick, 2005) seja mais alta quando ndo existem
divergéncia nos valores das frequéncias dos alelos de um loco ou se existem muitos
alelos em um loco, com freguiéncias semelhantes (Hartl e Clarck, 2007). Essa situacéo
foi observada em nossas andlises (Tabela 5) no que se refere aos locos TGLA122,
ETH225, ETH10, INRA23 e UWCA46.

Apesar de todos os locos terem se mostrado polimorficos, observamos uma
grande variacdo nos valores das frequéncias alélicas especiamente no loco BM S4049,

onde um unico alelo (alelo 3) apresentou frequiéncia superior a 70% (Tabela 5).
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Verificamos val ores menores de heterozigose observada em relagdo a esperada
segundo Hardy-Weinberg em todos os locos analisados (Tabela 6, Gréfico 2). A perda
de variac8o genética mostrada pela reducéo da heterozigose na populagdo Pé-duro deve
ser devida ao isolamento da mesma o0 que tornou-a uma populacdo estruturada
extremamente adaptada a sua regido local, o sertdo nordestino. Essa subdiviséo pode
resultar em alto nivel de endogamia (Hartl e Clarck, 2007), pelo fato dos individuos se
reproduzirem dentro de seu préprio subgrupo. Vaidando este resultado, observamos
também desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e um valor significativo do
coeficiente de endogamia Fis em todos os locos analisados (Tabelas 6 e 7, Gréfico 3).
Barrera et al (2006), analisando 12 locos na raga crioula Romosinuana da Coldmbia,
obtiveram valores de heterozigose esperada e observada proximos aos observados no
presente trabalho. O resultado de baixa heterozigose observada em relacdo a esperada
foi também verificado por Mateus et al (2004) com araca Mirandesa de Portugal, que
deu origem a atual raca Pé-duro.

Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05) foram
verificados em nove dos dez |ocos analisados em Pé-duro no teste exato, exceto no loco
BMS348, e sugerem um aumento de homozigose na populacdo estudada. O teste de
déficit de heterozigotos também mostrou desvio significativo do equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,05) em sete dos dez locos analisados, SPS115, BM2113, TGLA122,
ETH225, ETH10, INRA23 e UWCA46 (Tabela 8), confirmando a diminuicdo de
heterozigotos e 0 aumento de homozigose na populagdo. Algumas causas dos desvios
do equilibrio de Hardy-Weinberg em locos microssatélites sdo relatadas em numerosos
estudos e sugerem a ocorréncia de uma série de eventos ndo excludentes como
acasalamento ndo aleatério nas populagdes resultando em endogamia, resultado da

presenca de alelos nulos ou ndo-amplificados, efeito de amostragem, selecdo contra
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heterozigotos, isolamento geografico da populacdo, efeito do fundador ou deriva
genética. Esses resultados em Péduro sdo condizentes com o0s observados em
populacbes geneticamente isoladas e estruturadas, tais como os relatados por Beja
Pereiraet al (2003) e por Egito et al (2004).

O coeficiente de endogamia Fis € uma medida do grau de acasalamentos
endogamicos dentro de populactes isoladas e estruturadas, como € 0 caso da populagéo
Pé-duro. Quando Fis=0, as freqliéncias genotipicas sdo idénticas aguelas do principio de
Hardy-Weinberg e quando Fis=1 (endogamia completa), todos os individuos sdo
autozigéticos, ou seja, os alelos encontrados sdo idénticos por descendéncia (Hartl e
Clarck, 2007). No presente estudo, verificamos valores significativos de Fis em nove
dos dez locos analisados em Pé-duro, sendo a excegdo o loco BM1824 (Tabelas 6 e 7,
Grafico 3). A consequéncia direta desses resultados € 0 excesso de gendtipos
homozigotos e deficiéncia de gendtipos heterozigotos nessa populacdo. Os resultados
da andlise do Fis sdo condizentes com os resultados do desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg e com os resultados de heterozigose observada menor em relacdo a esperada
(Tabela 6) nos dez locos analisados. Barrera et al (2006) também observaram um valor
significativo de Fis na raga crioula Romosinuana da Coldombia. Ambas sdo racas
isoladas geograficamente e estruturadas, que sofreram diminui¢cdo de sua populagdo ao
longo dos anos, e por isso estdo inscritas em programas de conservagao (Barrera et al,
2006). Egito et al (2007) também encontraram um valor consideravel do coeficiente de
endogamia na populacdo Curraleira analisada.

Se programas de conservagao ndo acontecerem efetivamente, talvez a variagao
genética ainda encontrada e muitos dos alelos observados nos locos analisados neste

momento na popul acdo Pé-duro, poderdo vir a ser perdidos nas préximas geracoes.
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5.2 Diversidade genética compar ativa entre Pé-dur o e outras populagdes.

A andlise comparativa de Péduro com outros gados nativos taurinos
(Casanare, Asgiatico, Uruguaio, Nativo Jersey e Nativo Europeu) mostrou alta
diversidade genética evidenciada pelos valores de diversidade génica, nimero de alelos
eriquezaaélica(Tabelas 9, 10 e 13 e Gréficos 4 ao 14 e 23).

De um modo geral os valores de diversidade génica e riqueza aélica
mantiveram-se elevados em Pé-duro em relacdo as demais ragas. Semelhancas dos
valores de diversidade génica e rigqueza alélica em relacdo aos da raca Pé-duro
ocorreram na raga Casanare da Colémbia (Sastre, 2003), que € umaraca crioula, isolada
e adaptada a sua regido local, como a raca Pé-duro. O mesmo pbde ser observado em
relacdo a populacao nativa da Europa (Cafion et al, 2001) que também € constituida por
gado adaptado a regido que engloba Espanha, Portugal e Franca. Segundo Lirén et al
(2006), peguenos tamanhos amostrais de racas de gado crioulo podem estar
relacionados com a perda de diversidade; entretanto, os dados de diversidade génica,
nimero de aelos e riqueza alélica dos locos microssatélites ainda mostram um
consideravel grau de variabilidade genética na populacéo Pé-duro.

Verificamos que na andlise comparativa do nimero de alelos por loco, o valor
obtido na populacéo Pé-duro € semelhante ao obtido no estudo de Mateus et a/ (2004),
com ragas nativas de Portugal (Tabela 10 e Graficos 10 a 14). Uma das racas de
Portugal estudadas por esses autores é a Mirandesa, que foi trazida pelos colonizadores
portugueses e que deu origem a atual raca Pé-duro. As ragas nativas portuguesas sao
racas caracterizadas por apresentarem diversidade genética e sGo muito importantes
como animais de trabalho e fonte de alimento das populacfes rurais portuguesas; por

ISs0 estéo inseridas em programas de conservagdo local (Mateus et al, 2004).
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Quando a comparacdo do numero alelos de Pé-duro € feita com o gado crioulo
do Uruguai (Armstrong et al/, 2006) - que € uma raca nativa isolada e estruturada e se
desenvolveu no isolamento reprodutivo a partir do século 19 devido a introducdo de
racas comerciais — e a raga Jersey do Reino Unido (Chikhi ef al, 2004) — que é uma
raca que ja sofreu pressdes seletivas e, consegientemente, perda de diversidade —
observamos que a populacdo Pé-duro apresenta maior nimero de alelos em relacdo a
ambas (Gréficos 13 e 14). Esse resultado pode ser considerado como um indicador de
diversidade genética em Pé-duro enquanto que os menores valores do nimero de alelos
observados em Jersey e crioulo do Uruguai sugerem que alguns alelos ja foram perdidos
e outros estdo fixados por deriva, nessas populagbes. Portanto, conclui-se que a
diversidade genética encontrada atualmente em Pé-duro podera se perder nas futuras
geracOes se programas de conservacdo e reproducdo assistida ndo forem efetivamente
aplicados.

Na analise comparativa dos valores de heterozigose observada de Pé-duro em
relacdo as ragas Casanare da Coldmbia (Sastre, 2003), crioula do Uruguai (Armstrong et
al, 2006) e Jersey do Reino Unido (Chikhi er al, 2004), observamos valores menores
na maioria dos locos na populagéo brasileira (Tabela 11). Umaimportante consegiiéncia
para a estrutura de uma populagéo, nas popul agdes isoladas e finitas como a Pé-duro, é a
reducdo da proporcdo de genétipos heterozigotos em relacdo a0 esperado. A
heterozigose é uma medida de diversidade genética que depende da freqliéncia dos
diferentes alelos em um loco (Hedrick, 2005). Quando observamos a Tabela 5 podemos
verificar que em Pé-duro, alguns locos apresentam um alelo com fregiiéncia muito altae
0s outros tém fregUéncias préximas de zero. Quando essa situagdo ocorre, a
heterozigose diminui porque a maioria dos individuos s&0 homozigotos para o alelo

mais freguente (Hartl e Clarck, 2007 ). Contudo, Pé-duro apresentou maior diversidade
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génica e maior numero de alelos amostrados nos locos BM2113, TGLA122, ETH225 e
ETH10 (Tabelas 9 e 10, Gréficos 4 a 9 e 10 a 14). Estas observacdes sugerem que 0s
menores valores de heterozigose observada nos locos analisados na populagéo Pé-duro,
poderiam ser explicados pelo isolamento geogréafico, ocorréncia de acasalamentos
endogamicos e deriva genética.

A andlise comparativa do coeficiente de endogamia Fis quando consideramos
também ragas nativas taurinas da Catalunha e da Africa (Tabela 12, Gréficos 19 a 22),
mostrou valores bem divergentes, evidenciando novamente em Pé-duro valores
altamente significativos em todos os locos analisados, exceto no loco BM1824. Estes
resultados mostram que determinadas préticas de criacdo e de melhoramento genético
em praticamente todas as populagdes de bovinos, incluindo a Pé-duro, as submeteram
ou ainda submetem a pressdes seletivas. Estas pressoes podem conferir atas taxas de
endogamia provocadas pelo isolamento e pelo acasalamento ndo aleatdrio que, como
consegiiéncia, provoca o aumento de gendtipos homozigotos e deficiéncia de gendtipos
heterozigotos (Hartl e Clarck, 2007). A homozigose aumentada pode contribuir para a
suscetibilidade a infecgdes e outras doengas ou para a extingéo de populagdes (Keller e
Waller, 2002). Ou, ainda, para a perda de adaptabilidade provocada pela perda de alelos
gue poderiam estar ligados a genes que seriam de fundamental importancia no futuro. A
populacdo Pé-duro analisada é caracterizada por ser uma populacéo pequena (n=126) e
isolada, localizada no nicleo de conservacdo do Centro de Pesquisa Agropecuaria do
Meio-Norte (Embrapa Meio-Norte); em 2004 o nimero total de individuos era de
aproximadamente 350 animais (Carvalho, comunicagdo pessoal, 2007), o0 que
justificaria o significante valor de Fis encontrado.

As andlises comparativas do nimero de alelos e de contetido de informacéo de

polimorfismo, com trés racas zebuinas nativas da india (Radko ez a/, 2005), com ragas



71

comerciais taurinas Hereford, Polish Red e Holstein-Friesian (Mukesh et al, 2004) e
racas comerciais zebuinas Nelore (Cervini et al, 2006; Lara et al, 2005) e Gir (Curi et
al, 2002), de uma maneira gera indicaram uma maior diversidade genética em Pé-duro
(Tabelas 15, 16, 17 e 18, Gréficos 24 a 29).

Especificamente na andlise comparativa do nimero de alelos considerando as
trés populagdes nativas Indianas, elas apresentaram menor nimero de aelos nos dois
locos analisados e menor média em relagdo a Pé-duro (Tabela 15, Gréfico 24). Asragas
nativas Indianas Sahiwal, Hariana e Deoni apresentam adaptabilidade e resisténcia em
ambientes tropicais hostis, com condic¢des climéaticas extremas e pobreza de nutrientes,
aém de possuirem importancia histérica e prética para as comunidades de suas
respectivas regides na India. Essas trés ragas apresentaram um significativo valor médio
de Fis e déficit de heterozigotos nos vinte locos analisados (Radko et al, 2005), assim
como verificamos no presente estudo com Pé-duro.

Quando a comparagdo foi feita entre Pé-duro e ragas comerciais taurinas
Hereford, Polish Red e Holstein-Friesian (Mukesh ef al, 2004) e zebuinas Gir (Curi e
Lopes 2002), observamos um maior nimero de alelos em todos os locos e no valor
médio na populagdo crioula estudada. De acordo com Lirdn et al (2006) populagdes de
gado crioulo mostram uma relativa variagcdo genética de diversidade aélica estimada,
enguanto que ragas zebuinas exibem um valor intermediario. Em relacéo a raca zebuina
Nelore (Cervini et al, 2006) foram observadas mais semelhangas nos valores em relagéo
a Pé-duro, indicando alguma perda de diversidade ou fixacdo de alguns alelos na
populacdo crioula estudada (Tabela 17). Esta perda de diversidade pode ser devida ao
cruzamento indiscriminado de ragas crioulas, incluindo a raga Pé-duro - ocorrido no

Brasil principamente no inicio do século XX — com ragas zebuinas de maior tamanho;
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com isso, muitos animais mesticos foram formados principalmente pela castracéo e
substitui¢go dos reprodutores da raca Pé-duro por touros zebus (Carvalho, 1985).

A andlise do Pic apresentou valores maiores em Pé-duro (Bos taurus) em todos
os locos andisados em relacdo as demais ragas comerciais analisadas Hereford,
Holstein-Friesian (Bos taurus) € Gir e Nelore (Bos indicus), indicando assm alta
diversidade, uma vez que vaores de Pic maores que 50% sd0 considerados
informativos (Tabela 18 e Gréficos 28 e 29).

Quando a comparagéo foi feita com o trabalho de Lara et a/ (2005) com araga
Nelore (locos BM2113, BM 1824 e BMS348) e araga Gir de Curi e Lopes (2002) (locos
SPS115, BM 1824, TGLA122 e ETH10) estes valores s&o muito discrepantes.

Nos trabalhos de Cervini et al (2006) com araca zebuina Nelore e Mukesh et
al (2004) com as racas comerciais taurinas Hereford, Polish Red e Holstein-Friesian,
foram verificadas pequenas diferencas dos valores de Pic nos locos quando comparados
aos obtidos em Pé-duro. De acordo com Cervini et al (2006), esta diferenca em
variabilidade para alguns locos é devida ao fato de serem muito mais informativos em
Bos taurus, € menos informativos em B. indicus. Esses resultados s50 consistentes com
Lirén et al (2006) que analisaram um grupo de dez ragas crioulas taurinas e racas
zebuinas da Argentina e Bolivia e com Egito er al (2007) que também analisaram dez

racas nativas crioulas taurinas e ragas zebuinas.
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Todas as andlises feitas com os dez locos em bovinos Pé-duro mostraram dados
consistentes e confiaveis sob 0 ponto de vista genético. Tanto o valor do coeficiente de
endogamia estatisticamente significativo, como 0s baixos resultados obtidos para
heterozigose observada, baixa freqiiéncia dos alelos e desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg nos levam a inferir sobre ato grau de homozigose na populacdo de Pé-duro
analisada. Foi possivel verificar que ainda existe diversidade genética nesta raca nativa
brasileira, que foi evidenciada pelos valores obtidos nos indices de diversidade
(diversidade génica, heterozigose esperada e riqueza alélica). Essa diversidade podera ser
perdida nas proximas geracOes se programas de conservacdo ndo forem desenvolvidos
para modificar a realidade evidenciada pelo presente estudo. Seria idea em estudos
futuros fazer uma andlise com vérias populagdes da raca Pé-duro da regido Nordeste e
aumentar 0 nimero de marcadores utilizados, tentando um programa abrangente de
conservacdo. Uma das metas seria a criagdo de véarios nucleos de conservagdo que
possibilitariam a ocorréncia de acasalamentos assistidos, possibilitando o fluxo génico
entre diferentes populagdes; uma outra seria a criagdo de bancos de germoplasma animal,
acdo de fundamental importancia para estabelecer condigoes eficazes para a conservagao

destaraca histérica do Brasil.
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Resumo

A raca Péduro do Piaui € extremamente bem adaptada as condigoes
ambientais desfavoraveis da zona semi-arida do Nordeste Brasileiro e esta em perigo de
extingcdo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente, por microssatélites,
uma amostra da ragca Pé-duro, Bos taurus (n=126), originaria da Fazenda Experimental
Octavio Domingues, da Embrapa Meio-Norte, no estado do Piaui, Brasl. A
variabilidade genética foi estimada através de freqliéncias génicas, diversidade génica,
heterozigose esperada e observada, riqueza aélica, valor do Pic (conteldo de
informacdo de polimorfismo) e verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os locos
analisados foram SPS115, BM1824, BM2113, BMS4049, TGLA122, ETH225, ETHI0,
INRA23, UWCA46 e BMS348, identificando-se um total de 101 alelos, diversidade
génica média de 75,6%, com valores extremos verificados nos locos TGLA122 (91,3%)

e BMS4049 (45,4%). O vaor médio da heterozigose esperada foi 75,5%, observada
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60,0%, e Pic 72,3%. O coeficiente de endogamia Fis foi estatisticamente significativo
(Fis=0,206; P<0,01). Foram observados também desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg em todos os locos analisados. A partir dos dados obtidos foi possivel observar
que ainda existe diversidade genética nesta populagdo, porém os desvios do equilibrio, o
valor significativo do Fis, e a heterozigose observada menor em todos os locos em
relacdo a esperada demostraram a ocorréncia de cruzamentos endogamicos e
homozigose nesta populacdo. Assim sendo, a conservagao deste patrimdnio genético é
de fundamental importancia ndo sd sob o ponto de vista cientifico e bioldgico, como
também sob o ponto de vista cultural, histérico e econémico, umavez que ela, por mais
de 400 anos, faz parte da histériado Brasil.

Termos para indexacdo: Pé-duro, Curraleiro, Bos taurus, microssatélites,

caracterizagdo genética, conservagao.

“Genetic characterization of a Pé-duro native cattle herd using microsatellites.”

Abstract

The Péduro creole breed is adapted to the unfavorable environmental
conditions of the semi-arid zone of Northeastern Brazil and it is in extinction danger.
The objective of this work was the genetic characterization of a sample of Bos taurus,
Pé-duro breed (n=126), from the Unit of Conservation of Animal Genetic Resources of
Embrapa Meio-Norte, Piaui State, Northeastern Brazil, seeking the knowledge and the
conservation of this genetic patrimony. We examined heterozygosity, polymorphism
information content (Pic), allelic frequency and genetic diversity, inbreeding coefficient
and Hardy-Weinberg equilibrium, based on ten loci, SPS115, BM1824, BM2113,

BMS4049, TGLA122, ETH225, ETHI10, INRA23, UWCA46 and BMS348. A total of 101
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alleles were identified, the largest genetic diversity was verified in the locus TGLA122
(91,3%), and the smallest in the locus BMS4049 (45,4%). The mean expected
heterozygosity was 75,5%, the mean observed heterozygosity was 60,0%, and the mean
Pic value was estimated as 72,3%. However we also observed a significant inbreeding
coefficient (Fis) for this population (Fis = 0,206 P < 0,01) and deviations from Hardy-
Weinberg equilibrium in all analyzed loci. The genetic conservation of the Pé-duro
breed is important because it constitutes a genetic patrimony adapted to the unfavorable
environmental conditions of the semi-arid zone of Northeastern Brazil, and for more
than 400 years it helped to write the history of this area.

Index terms. Pé-duro, Curraeiro, Bos taurus, microsatellites, genetic

characterization, conservation.

Introducéo

Os marcadores moleculares microssatélites séo repeticdes curtas em tandem,
com relativa abundancia no genoma, apresentam alto grau de polimorfismo e tém sido
muito utilizados em varios estudos sobre a diversidade genética dentro e entre
popul agbes de bovinos (MacHugh et al., 1997, 1998, Peelman et al., 1998, Kantanen et
al., 2000, Beja-Pereira et al., 2003, EQito et al., 2004, Armstrong et al., 2006 e Barrera
et al., 2006). Os locos microssatélites de acordo com a FAO Food and Agriculture
Organization (1995, 2004) sdo os marcadores escolhidos para caracterizagdo das ragas e
para projetos de conservacdo numa escala internacional, como o programa integrado de
manejo dos recursos genéticos. A FAO através do projeto intitulado Measurement of
Domestic Animal Diversity (MODAD) (http://www.fao.org/dad is), juntamente com a

International Society of Animal Genetics (ISAG), em 1995, formou um grupo de
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consultores que elaboraram diretrizes e recomendacdes técnicas para a mensuracdo da
diversidade genética. Uma lista de trinta locos de microssatélites selecionados foi
elaborada para estudos de diversidade genética, caracterizacdo das racas de bovinos e
para projetos de conservacdo numa escala internacional, o que possibilita uma
comparagdo objetiva devido a uniformizagdo dos marcadores utilizados. No ano de
2004, foram incluidos novos marcadores microssatélites as listas recomendadas
anteriormente.

A formag&o do gado crioulo ocorreu em todo o continente latino-americano,
desde a época da colonizacdo pelos portugueses e espanhdis (Armstrong et al., 2006).
Durante séculos, esse gado esteve sob a¢do da selecéo natural, permitindo sua adaptacdo
a0 ambiente particular de cada regido, quase sem interferéncia do homem e se
reproduzindo livremente (Primo, 1992, Mariante e Cavalcante, 2006), desenvolvendo
assim caracteristicas que permitiram sua sobrevivéncia em ambientes hostis, com baixa
oferta de alimentos (Spritze et al., 2003). No continente sul-americano atualmente
encontram-se Va&rias ragas, como o crioulo da Patagbnia, na Argentina, o gado crioulo
do Uruguai (Armstrong et al., 2006) e o gado crioulo colombiano (Barrera et al., 2006),
entre outros. No Brasil, sGo exemplos de ragas crioulas a Pantaneira, na regido do
Pantanal, a Crioula Lgjeana, na regido Sul, a Junqueira na regido norte de Séo Paulo e
no sul de Minas Gerais e a Pé-duro ou Curraleira, nos estados nordestinos e em Goias e
Tocantins (Mariante e Caval cante, 2006).

Algumas ragas crioulas vém sendo caracterizadas geneticamente com
microssatélites, visando contribuir para a sua conservagado, como nos mostram Egito et
al. (2004), com racas nativas brasileiras, Armstrong et al. (2006) com o gado crioulo do
Uruguai e Barrera et al. (2006) com o gado crioulo colombiano. Uma revisdo sobre a

raca Pé-duro foi feita por Mariante e Cavalcante (2006). Carvaho et al. (2001) e
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Carvalho (2002) mostram aspectos de sua conservacao e potencial econdmico. Sob um
ponto de vista mais especifico, elafoi estudada citogeneticamente por Britto (1998), por
meio de marcadores microssatélites por Egito et al. (2004), por Serrano et al. (2004)
utilizando marcadores RAPD, e também foi incluida em estudos de filogeografia
através do DNA mitocondrial (Miretti et al., 2004).

A raca Pé-duro é descendente dos bovinos trazidos pelos portugueses no
periodo colonial. Esses animais, a0 longo dos séculos, adaptaram-se gradualmente a
seca, ao calor, a pastagens de inferior qualidade, a parasitas e a outros fatores adversos
existentes na zona semi-arida nordestina, dando origem a atual raga Pé-duro. Seu porte,
no entanto, tornou-se pequeno, o que reduziu seu valor econdmico ( Carvaho, 2002).

Com a introdugdo das ragas zebuinas no Brasil, de maior tamanho, os
reprodutores da raga Pé-duro passaram a ser castrados sistematicamente e substituidos
por touros zebus. Esse tipo de cruzamento absorvente quase extinguiu a ragca Pé-duro
(Carvaho,1985)

Visando contribuir para a manutencdo deste valioso recurso genético, o atual
Centro de Pesquisa Agropecuaria do Meio-Norte (Embrapa Meio-Norte) estabeleceu em
1983, no municipio de Sdo Jodo do Piaui, PI, um rebanho para a conservacdo da raca
Pé-duro. Este rebanho vem sendo de fundamental importancia para esta tarefa.

Segundo levantamento do Ministério da Agricultura, existem no Nordeste,
cerca de 154.117.00 hectares de superficie, correspondendo a 30,97% ou de 47.725.408
hectares do territério regional de terras do grupo 5 de aptiddo agricola. Os bovinos da
raca Pé-duro e seus mesticos constituem uma opgao para 0 uso sustentavel dessas terras
do grupo 5 de aptidéo agricola no Nordeste Brasileiro. Essas terras séo caracterizadas
pelo sistema de manejo de nivel baixo e/ou médio de insumos, e ndo sdo recomendadas

para uso com lavouras ou pastagens cultivadas e sSim como pastagens naturais
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(Carvaho, 2002). Por outro lado, com a crescente demanda mundial por produtos
organicos, assim como o incremento do turismo no Nordeste, a raca Pé-duro podera
fornecer carne e laticinios de apelo regional.

O presente trabalho utilizou uma amostra coletada no Nordeste do Brasil, na
tentativa de caracterizar geneticamente a raga Pé-duro com marcadores microssatélites,
estimando sua variabilidade genética através de freqliéncias génicas, diversidade génica,
heterozigose, contelido de informagdo de polimorfismo (Pic), aém de verificar se a

populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Material e M éodos

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de sangue coletado em
um rebanho do estado do Piaui (n = 126), mantido na Fazenda Experimental Octavio
Domingues, da Embrapa Meio-Norte, no municipio de Sdo Jodo do Piaui, PI.

Foram analisados dez microssatélites, SPS115, BM1824, BM2113, BMS4049,
TGLAI22, ETH225 ETHI0, INRA23, UWCA46 e BMS348 (Tab. 1). Todas as
sequéncias analisadas, exceto as sequéncias BMS4049, UWCA46 e BMS348 fazem parte
das 30 sequéncias recomendadas pela FAO Food and Agriculture Organization € 1ISAG
International Society of Animal Genetics para uso no estudo de diversidade genética de
bovinos.

As amplificagbes por PCR foram realizadas com 200 ng de DNA gendmico,
1,5mM a 4,0 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,150 uM a 0,200 uM para os
iniciadores microssatélites 2,5 ul de tampéo de reagdo fornecido com a enzima para a
concentracdo de 10X, 1U/ul de Tag polimerase (Biotools), € agua desionizada para

completar o volume final até 25 ul (Tab. 2). A mistura total da PCR foi submetida ao
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termociclador modelo Robocycler 40 marca Stratagene, utilizando diferentes programas
para cadaloco (Tab. 3).

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em géis de
poliacrilamida 12% desnaturante (uréia) e 10% ndo desnaturante (glicerol), seguida de
coloragdo com nitrato de prata de acordo com o protocolo de Sanguinetti ez al. (1994).
Os alelos foram identificados por ordem crescente de tamanho, definida pela migragéo
eletroforética verificada na fonte Amershan Pharmacia Biotech (EPS 1001), gjustada a
voltagem ou corrente constante necessaria para uma boa separacdo dos fragmentos
amplificados. A estimativa do tamanho em pares de base (bp) no gel desnaturante e ndo
desnaturante foi verificada utilizando-se 0 marcador molecular DNA Ladder Invitrogen
de peso molecular de 25pb e 50pb. Os alelos encontrados foram comparados entre si e,
apOs uma leitura prévia, aguelas amostras que a principio pareciam conter o mesmo
alelo, foram comparadas lado a lado em outro gel, para confirmagdo de suas leituras.
Apbs a corroboracdo foram escolhidos padrdes precisos de leitura para tipagem das
demais amostras.

As freqliéncias aélicas de cada loco foram estimadas por contagem direta na
populacdo Pé-duro, pelo programa GENEPOP, versdo 3.0 (Raymond & Rousset, 1995)
e utilizadas para calcular a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg. O programa
GDA, versdo 1.0 (Lewis e Zaykin, 1997), foi empregado para estimar as heterozigoses
esperada, observada e média, e a edtatistica F pela andlise do Fis (coeficiente de
endogamia), de acordo com a férmula desenvolvida por Nei (1987); os valores de
diversidade génica e riqueza aélica foram calculados pelo programa FSTAT, versdo
2.9.3 (Goudet, 2001), e os valores de Pic (contetdo de informagdo de polimorfismo)
para cada marcador microssatélite foram calculados pelo programa Cervus, verséo 3.0.3

(Marsnal et al., 1998).
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Resultados e Discussao

As freguéncias aélicas calculadas para cada loco mostraram que os aelos
mais freguientes foram BMS4049*3 (71,8%) e BMS348*2 (59,6%) e todos os locos
apresentaram baixa frequéncia de muitos alelos (<0,100) e uma alta frequéncia de
poucos alelos/loco como pode ser verificado na Tab. 3. Foi identificado um total de 101
alelos, com um numero médio de 10,1 alelos por loco, enquanto que na populagédo
crioula da Col6mbia estudada por Barrera et al., (2006), foi encontrado um valor médio
de 55 aelos. O nimero de aelos por loco em Pé-duro estd de acordo com os
parametros de diversidade recomendados pela FAO, a qual sugere pelo menos cinco
alelos por loco para ser considerado um bom indicador de variabilidade genética (Tab.
4).

A populagdo Pé-duro apresentou um significativo valor médio de diversidade
génica, de 75,6%. No trabalho de Barrera et al., (2006) com araga crioula Romosinuana
da Colémbia, foi encontrado um valor menor (59%). Observamos também que o0s
resultados aqui obtidos com microssatélites foram mais informativos para estudos de
diversidade génica, uma vez que contrastam com o valor obtido de 24,9% por Serrano
et al (2004), utilizando RAPD. Vaores expressivos de diversidade génica foram
também observados em cada um dos locos analisados, sendo o maior valor de 91,2%
em TGLAI22, com o maior nimero de alelos (20 no total). O loco BM1824 apresentou
também um valor significativo de diversidade génica (76,4%), proximo aos valores de
heterozigose esperada (76,4%) e observada (76,2%) para este loco; entretanto o menor
valor de diversidade génicafoi de 45,5% no loco BMS4049 (Tab. 5).

Na populagdo Pé-duro foram verificados valores menores de heterozigose
observada em relacdo a esperada em todos os locos analisados em indicando, portanto,

perda de variacdo genética ao longo do tempo e deficiéncia de heterozigotos,
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possivelmente ao isolamento da raca e ocorréncia de endocruzamentos. O valor médio
de heterozigose esperada foi de 75,5%, semelhante aos 70,0% encontrados por Egito et
al. (2004), enquanto que o valor médio de heterozigose observada foi 60,0% (Tab. 5)
valor menor que os 64,5% observados por estes autores. Este fato observado em Pé-
duro pode indicar uma deficiéncia de heterozigotos nesta populagéo, que foi verificada
também na andlise do teste especifico de déficit de heterozigotos de Hardy-Weinberg
(Tab. 6). Barrera et al., (2006), analisando 12 locos na raga crioula Romosinuana da
Colémbia, obtiveram valores de 78,0% de heterozigose esperada e 59,0% de
heterozigose observada, proximos aos observados no presente trabal ho.

As andlises realizadas com os marcadores microssatélites revelaram desvios
significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05) em todos os locos analisados
no teste exato, com excecao do loco BMS348 (Tabela 6). Foram aplicados dois testes
mais sensiveis do que o teste exato, para averiguar se o desvio é causado por déficit ou
excesso de heterozigotos. Estes testes indicaram desvios significativos do equilibrio de
Hardy-Weinberg (p<0,05) devido a falta de heterozigotos em sete dos dez locos
analisados, SPS115, BM2113, TGLA122, ETH225, ETH10, INRA23 e UWCA46
(Tabela 6). Este resultado do desvio do equilibrio é condizente com os resultados
observados em ragas geneticamente isoladas e estruturadas, tais como, os de Bega-
Pereira et al., (2003) com 15 ragas ibéricas de bovinos de Portugal e Espanha e os de
Egito et al, (2004). O desvio do equilibrio afetando todos os locos pode sugerir a
ocorréncia de uma série de eventos ndo excludentes como acasalamentos endogéamicos,
isolamento geografico da populacdo devido a subdivisdo da raca, efeito dos fundadores
ou deriva genética.

Confirmando este desvio do equilibrio, o valor do coeficiente de endogamia

Fis observado na populacdo pé-duro, considerando todos os locos, foi estatisticamente
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significativo (Fis= 0,206; P<0,01), com o menor valor observado no loco BM1824, com
0,002 e 0 maior valor em ETH225, com 0,390 (Tab. 5). Barrera et al. (2006) também
observaram um valor significativo de Fis (0,25) na raga crioula Romosinuana da
Colémbia. Ambas sdo racas isoladas geograficamente que sofreram diminuicdo de sua
populacéo ao longo dos anos e por i1Sso Sdo racas que estdo inscritas em programas de
conservacdo (Barrera et al., 2006). Com determinadas préticas de criacdo e de
melhoramento genético, praticamente todas as populacfes de bovinos sofreram e ainda
sofrem pressoes seletivas. Estas pressdes podem conferir altas taxas de endogamia, as
quais podem contribuir para extinguir a populagdo, ou para aumentar sua suscetibilidade
ainfecgoes e doencas (Keller e Waller, 2002).

As andlises realizadas com os microssatélites também revelaram que o valor
médio de Pic na populagdo Pé-duro é de 70,3% e estd mais proximo do valor observado
nas racas crioula lageana (69,8%) e pantaneira (70,8%) do que o valor de Pic de 65%
nesta mesmaraga, no trabaho de Egito et al., (2004).

De umamaneirageral foram observados valores significativos de Pic em todos
os locos analisados no presente trabalho, com um valor maior em TGLA122, 90,2% e
UWCA46, 90,1%, (Tab. 5), indicando assim alta diversidade e polimorfismo, uma vez
que valores de Pic maiores que 0,50 sdo considerados mais informativos. Foram
observados também 13 locos informativos no trabalho de Armstrong et al., (2006), num
total de 17 locos microssatélites analisados no gado crioulo do Uruguai. Somente o loco
BM?2113 analisado por estes autores € coincidente com o presente trabalho, com o valor
de 73,9% em Pé-duro e 75% no gado crioulo do Uruguai. No trabalho de Cervini et al.,
(2006), que analisaram 10 microssatélites na raga comercial nelore foram verificados
valores menores de Pic nos locos TGLA122, ETH225, ETHI10, BM2113, BM1824 e

INRA23, quando comparados aos valores obtidos em Pé-duro. De acordo com Cervini et
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al., (2006), esta diferenca em variabilidade para alguns locos € devida ao fato de serem
altamente informativos em Bos taurus, mas menos informativos em B. indicus.

Embora, tanto o vaor do coeficiente de endogamia estatisticamente
significativo, como os resultados obtidos do desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
possam nos dar uma inferéncia sobre homozigose na populacdo pé-duro, foi possivel
verificar que ainda existe uma alta diversidade genética nesta raga nativa brasileira,
evidenciada pelos valores obtidos nos indices de diversidade, tais como diversidade

génica, heterozigose esperada.

Conclusdes

Tanto o valor do coeficiente de endogamia estatisticamente significativo,
como os resultados obtidos dos baixos valores de heterozigose observada, baixa
fregliéncia dos aelos e desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg possam nos dar uma
inferéncia sobre homozigose na populacdo Pé-duro, foi possivel verificar que ainda
existe uma diversidade genética nesta raca nativa brasileira. Diversidade que foi
evidenciada pelos valores obtidos nos indices de diversidade, tais como diversidade
génica e heterozigose esperada. Certamente esta diversidade podera ser perdida nas
proximas geragbes se programas de conservagdo ndo estiverem inseridos nessa
realidade evidenciada pelo presente estudo. A criacdo de vérios nlcleos de conservagdo
gue possibilitariam a ocorréncia de acasalamentos assistidos e a criagdo de bancos de
germoplasma animal sdo agbes de fundamental importancia para criar condigoes

eficazes para a conservagao destaraca historicado Brasil.
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Tabela 1 - Marcadores microssatélites, localizagdo cromossomica (Cr.), Sequéncia do

primer e tamanho dos fragmentos descritos (pb) para os dez locos analisados.

Mar cadores Cr. |Sequénciado primer Tamanho Referéncia
microssatélites (5 ->3) Forward (bp)
Reverse
SPS115 15 | A AAGTGACACAACAGCTTCTCCAG | 234-258 | Peelman et al. (1998)
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG
BM1824 1 | GAGCAAGETGTTTTTCCAATC 176-197 | Bishop et al, (1994)
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
BM2113 2 | oTGCCTTCTACCAAATACEE 122-156 | Maudet et al, (2002)
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC Peel man et a Z, (1998)
BM 34049 L | GATCAAGTTGTCAACACACACAC 91-111 Stone et al. (1996)
TCTCATTTCTCTCCCTGTGC
TGLA122 2] | TCOTCCAGGTAAATCAGE 136-184 | Maudet et al, (2002)
AATCACATGGCAAATAAGTACATAC Peel man et a Z, (1998)
ETH225 9 | CATCACCTTGCCACTATTTCCT 131-159 | Frieset al, (1993)
ACATGACAGCCAGCTGCTACT
ETH10 S | GTTCAGEACTGGCCCTGETAACA 207-231 | Steffen et al (1993)
CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC Vaiman et al (199 4)
INRAZ3 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 195_222 Val man et al (1994)
TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC
UWCA46 1 | ceaTrTeTeTOTTOOTAACTGE 120-147 |Sun et al, (1995)
CTCTCACAGGTGGGGTC
BMS348 14 | rrATeTecACCACCCE 158-182 | Stoneet al, (1995)

ACTCACTGGCTCTCAATGACTC
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Tabela 2. Condigdes de PCR para uma reagdo dos microssatélites analisados: temperatura
de pareamento na PCR (Tm°), concentragdo de MgCl, [MgCl;] concentragdo dos iniciadores

microssatélites [STRS], concentragdo da solugdo dNTP e DNA polimerase (Taqg): quantidade

de 1 U/ul.
Microssatélites | Tm° [MgCl,] [STRS] dNTP Taq DNA
O (mM) (uM) (uM) (U/u)

SPS115 58-63° 15 0,175 200 0,5
BM 1824 58-63° 15 0,150 200 0,5
BM2113 58-63° 15 0,175 200 0,5
BM 3049 55° 3,0 0,150 200 0,5
TGLA122 45° 3,0 0,180 200 0,5
ETH225 57° 3,0 0,150 200 0,5
ETH10 55° 3,0 0,100 200 0,5
INRA23 50° 4,0 0,200 200 0,5
UWCA46 57° 4,0 0,150 200 0,3
BMS348 58° 4,0 0,150 200 0,3




Tabela 3. Programas utilizados para amplificacdo dos locos microssatélites.

SPS115
BM 1824 BM 34049 TGLA 122 ETH225 ETH10 INRA23 UWCA46 BMS348
BM2113
1cic|o:y 1cic|o:’ 1ciclo: ' 1cic|o:y 1ciclo:’ 1ciclo:’ 1ciclo:’ 1cic|o:’
94°C -5 94°C-1 95°C - 10 94°C-1 94°C-1 94°C -5 94°C -5 94°C -5
5cicl os:
94°C - 1 _ _ _ _ _ _ _
63°C - 1
72°C-1
30cidl os. 35cidl os: 35cidl oS! 35cidl os. 38cicl oS 32cicl os: 32cicl os: 32cicl os:
94°C - 1 94°C - 1 95°C - 30 94°C - 1 94°C - 1 94°C - 40 94°C - 40 94°C - 40
58°C - 1 55°C - 1 45°C - 1 57°C - 1 55°C - 1 50°C - 1 57°C - 1 58°C - 1
72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1 72°C-1
1 ciclo: ’ 1ciclo: ' 1ciclo: ' 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’ 1ciclo: ’
72°C - 10 72°C- 10 72°C- 20 72°C - 20 72°C-20 72°C-10 72°C-10 72°C-10

80T



Tabela 4. Freguiéncias dédlicas para os dez microssatdlites analisados na populagéo Pé-duro. Os aelos mais freqlientes (>20%) aparecem destacados.

Alelos | SPS115 BM1824  BM2113 BM34049 TGLA122 ETH225 ETH10 INRAZ23 UWCA46 BMS348
1 0,092 0,115 0,065 0,016 0,008 0,218 0,044 0,016 0,067 0,024
2 0,516 0,316 0,105 0,004 0,096 0,024 0,020 0,596
3 0,084 0,291 0,218 0,718 0,083 0,345 0,124 0,060 0,103 0,380
4 0,092 0,184 0,379 0,159 0,063 0,072 0,060 0,087
5 0,136 0,086 0,153 0,044 0,012 0,210 0,200 0,052 0,095
6 0,080 0,008 0,024 0,075 0,164 0,077 0,040
7 0,024 0,063 0,029 0,048 0,132 0,069 0,028
8 0,020 0,066 0,012 0,072 0,052 0,063
9 0,012 0,008 0,008 0,036 0,157 0,024

10 0,091 0,012 0,036 0,065 0,107
11 0,004 0,004 0,012 0,198 0,143
12 0,012 0,113 0,099

60T



13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

0,033
0,021
0,033
0,004
0,008
0,083
0,058
0,190
0,037
0,120
0,045

0,066

0,040
0,008

0,008

0,099

0,024

01T
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Tabela 5. Heterozigose esperada (He), heterozigose observada (Ho), diversidade génica (Hs),

contetido de informac&o de polimorfismo (Pic) e valor do Fis para cadaloco na populagdo Pé-duro.

L ocos (He) (Ho) (H9) Pic Fis
SPS115 0,687 0,576 0,688 0,657 0,162
BM 1824 0,764 0,762 0,764 0,722 0,002
BM2113 0,772 0,621 0,772 0,739 0,195
BM 34049 0,454 0,373 0,455 0,420 0,179
TGLA122 0,912 0,661 0,913 0,902 0,275
ETH225 0,780 0,476 0,781 0,745 0,390
ETH10 0,880 0,672 0,880 0,864 0,237
INRA23 0,896 0,596 0,898 0,884 0,334
UWCA46 0,911 0,801 0,913 0,901 0,121
BMS348 0,502 0,464 0,502 0,397 0,075
Valor médio 0,755 0,600 0,756 0,723 0,206*

* P<0,01



Tabela 6. Probabilidade obtida com o teste exato e déficit de

heterozigotos para verificacdo do Equilibrio de Hardy-

Weinberg pelo método de Fisher para cada loco na populagéo

Pé-duro.

e
L ocos Hardy-Weinberg 9

(valor de P) Hardy-Weinberg

(vaor de P)

SPS115 0,0000* 0,0063*
BM1824 0,0026* 0,1994
BM2113 0,0000* 0,0029*
BMS4049 0,0002* 0,0566
TGLA12 0,0000* 0,0000*
ETH225 0,0000* 0,0000*
ETH10 0,0000* 0,0000*
INRAZ3 0,0000* 0,0000*
UWCA46 0,0000* 0,0003*
BMS348 0,1206 0,2655

*Desvio significativo (P<0,05).
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