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RESUMO  O objetivo desse trabalho foi analisar a diversidade genética e estrutura de população 

das variedades Branca (N=40), Vermelha (N=32) e Negra (31) da raça ovina Morada Nova, em 

rebanhos do semiarido nordestino Brasileiro através do uso de 17 marcadores nucleares 

microssatélites e duas regiões do DNA mitocondrial (mtDNA), o gene ND5 e a região controle (D-

loop). A análise da variabilidade intrapopulacional demonstrou que a variedade Branca apresentou 

maiores valores de diversidade, enquanto a Vermelha apresentou os menores valores. A análise 

bayesiana para avaliar a estrutura genética populacional permitiu diferenciar entre as variedades 

Branca, Vermelha e Negra e uma tendência de subestruturação relacionada aos rebanhos da 

variedade Branca. Os resultados das Análises de Variância Molecular (AMOVA) evidenciaram que 

a maior estruturação genética foi observada quando se compararam rebanhos ao invés de 

variedades (8,59% versus 6,64% da variação total observada, P < 0,001). Tanto a análise de 

Coordenadas Principais como o dendrograma, por meio da distância genética Dtl, mostraram à 

formação de dois grupos principais, um composto por indivíduos brancos e outro por indivíduos 

vermelhos e Negros. Seis haplótipos foram encontrados para região D-loop e dois para o gene 

ND5. Um haplótipo exclusivo para variedade vermelha e outro para variedade Negra foram 

encontrados na região D-loop e um haplótipo exclusivo para variedade Negra no gene ND5, mas as 

frequências destes foram baixas e, portanto existe necessidade de validação adicional. Os 

resultados obtidos reforçam a existência de diferenças significativas entre as variedades Vermelha e 

Branca da raça e poderão ser utilizados para o aperfeiçoamento de programas de conservação e uso 

de recursos genéticos. 

Palavras-chave: Microssatélites; Ovis aries; mtDNA; recursos genéticos animais 

 



 

GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF THE VARIETY 
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FERREIRA, Joélima Santuza Brito. Genetic diversity and population structure of 

varieties of Morada Nova sheep with microsatellite markers and mtDNA. 2012.48f. 

Master Science in Animal Production: Characterization, Conservation and Breeding of 
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ABSTRACT: The aim of this study was to analyze the genetic diversity and population 

structure of varieties White (N = 40), Red (N = 32) and Black (31) of Morada Nova breed of 

sheep, herds in the northeastern Brazilian semiarid through the use of 17 nuclear 

microsatellite markers and two regions in the mitochondrial DNA (mtDNA), the ND5 gene 

and the control region (D-loop). The analysis of intra-population demonstrated that the 

variety White had higher diversity, while Red had the lowest values. The Bayesian analysis 

to assess the population genetic structure allowed differentiation between varieties White, 

Red and Black and a tendency to sub-structuring related to the flocks of White variety. The 

results of analyzes of molecular variance (AMOVA) showed that the greatest genetic 

structure was found when comparing herds rather than varieties (8.59% versus 6.64% of the 

total variation, P <0.001). Both the analysis of the dendrogram as Principal Coordinates, 

through genetic distance Dtl, showed the formation of two main groups, one composed of 

whites and another for blacks and reds individuals. Six haplotypes were found for D-loop 

region and two for the ND5 gene. A haplotype unique to other red variety to variety and 

Black were found in the D-loop region and a variety haplotype unique to the Black ND5 

gene, but these frequencies were low and therefore there is need for further validation. The 

results support the existence of significant differences between the varieties Red and White breed 

and can be used for the improvement of conservation programs and use of genetic resources. 

Keywords: Microsatellite; Ovis aries; mtDNA; animal genetic resources 
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CAPÍTULO I 

 

1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 A evolução dos animais domésticos tem sido moldada pelo homem ao longo das 

gerações, bem como, a expansão das espécies seguiu a rota migratória e o estabelecimento 

do ser humano nas mais diversas regiões. Assim sendo, quando a América foi colonizada, 

as raças Ibéricas (incluindo ovinos e caprinos), foram trazidas pelos portugueses e 

espanhóis (Egito et al., 2002). Paiva (2005a) examinando haplótipos de DNA mitocondrial 

(mtDNA) em raças ovinas naturalizadas e comerciais no Brasil, observou que todas as 

raças naturalizadas estudadas (Santa Inês, Bergamácia, Rabo Largo, Morada Nova, 

Somalis e Crioula Lanada) foram relacionadas aos haplótipos do tipo Europeu, 

confirmando com isso tais acontecimentos históricos. 

 No Brasil, com sua dimensão continental e enorme variedade de ecossistemas, as 

diferentes espécies de animais domésticos trazidos pelos primeiros colonos começaram a 

se estabelecer. Através de séculos de seleção natural, esses animais fixaram características 

de adaptação específicas para o nicho ecológico onde se desenvolveram (Pantanal Mato-

Grossense, Agreste Nordestino, Pampa Rio Grandensse do Sul, etc) (Marienate et al., 

1999). 

 O século XX tornou-se um ponto de viragem para a forma como os animais são 

criados. A cultura industrial criada durante este período influenciou tanto o ambiente no 

qual os animais eram criados como o aumento da intensidade de produção e as 

consequências disto incluíam alterações nos sistemas de produção e das raças utilizadas 

(MacManus et al., 2011). No Brasil, a busca por raças mais produtivas fez com que 

houvessem importações de raças consideradas exóticas, que embora fossem altamente 

produtivas haviam sido selecionadas em regiões de clima temperado. Estas raças, por 

cruzamentos absorventes, causaram uma rápida substituição e erosão nas raças  locais, as 

quais apresentam níveis de produção mais baixos mas distinguem-se destas por estarem 

totalmente adaptadas aos trópicos, onde sofreram uma longa seleção natural (Egito et al., 

2002). 

 Para evitar a perda deste importante material genético, em 1983, o Centro de 

Pesquisa Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) da Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) decidiu incluir a conservação dos recursos 
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genéticos animais em seu programa de pesquisa Conservação e Utilização dos Recursos 

Genéticos, que, até então, tinha contemplado apenas plantas (Mariante e Egito, 2002). 

 No ano de 2007 a Embrapa Caprinos e Ovinos, a Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, a Associação Brasileira dos Criadores de Ovinos da Raça Morada Nova 

(ABMOVA) e outras instituições de pesquisa e ensino iniciaram o projeto de pesquisa e 

desenvolvimento intitulado "Núcleo de Conservação e Melhoramento Genético da Raça 

Morada Nova" e no ano de 2008 aprovaram um outro projeto entitulado "Caracterização e 

bases para o melhoramento genético de ovinos da raça Morada Nova".  

 O interesse por este grupo genético foi despertado a partir da conscientização de 

sua ameaça de extinção (Mariante et al., 2003) bem como pelo conhecimento de sua 

adaptação as regiões semiáridas. Santos et al.(2006) e Ribeiro et al.(2008) verificaram alta 

capacidade fisiológica dos ovinos Morada Nova de manter a homeotermia em ambiente 

quente. Villaroel e Fernandes (2000) observaram, para esta raça, um desempenho 

reprodutivo e prolificidade superior a outras raças de ovinos deslanados do nordeste do 

Brasil. 

 A Associação Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO, 2012) reconhece a 

existência de duas variedades da raça, a variedade de pelagem vermelha e a de pelagem 

branca (Figura 1), entretanto, no mercado comercial de ovinos do Brasil circulam animais 

conhecidos morfologicamente por ser uma variedade de cor negra da raça Morada Nova. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fotografias de exemplares de variedades da Raça Morada Nova: A) Exemplar da 

variedade Vermelha; B) Exemplar da Variedade Branca; C) Exemplar da provável 

variedade Negra. 

 O Serviço de Registro Genealógico das Raças Ovinas (SRGRO), não reconhece a 

variedade Negra como pertencente à raça Morada Nova. A impossibilidade de obtenção de 

registro para os animais desta provável variedade promove a restrição de sua reprodução. 

A B C 



 

6 

Esses animais acabam por serem descartados dos rebanhos, sendo levados para o abate ou 

comercializados a baixo preço para proprietários de rebanhos de ovinos SPRD (Sem 

Padrão Racial Definido). Estudos em caracterização, diversidade genética e estrutura de 

populações estão sendo realizados dentro dos projetos desenvolvidos para raça e irão 

auxiliar na resolução desta problemática e ainda fornecer outras informações necessárias 

aos programas de conservação e melhoramento da raça. 

 Por muito tempo a caracterização de diferentes raças de animais domésticos no 

Brasil foi baseada, quase exclusivamente, em dados fenotípicos (morfologia e produção) 

(Mariante e Egito, 2002). Avanços da biologia molecular nas últimas décadas trouxeram 

consigo uma nova ferramenta de amplo campo de atuação que passou a ser utilizada nas 

pesquisas relacionadas a conservação e melhoramento de recursos genéticos, os 

marcadores moleculares. Ferreira e Grattapalia (1998) definem-nos como qualquer 

fenótipo molecular oriundo de um segmento específico de DNA, correspondente a regiões 

expressas ou não do genoma. 

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponíveis atualmente variam 

quanto ao custo, facilidade de uso, habilidade de detectar diferenças entre indivíduos, 

consistência e repetibilidade. Dentre esses marcadores, podem ser citados: Microssatélites, 

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism - Longos Fragmentos Polimórficos de 

Restrição), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Fragmentos Polimórficos de 

DNA Amplificados ao Acaso) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms - Polimorfismo 

de Base individual). Os marcadores podem ser classificados quanto a sua localização 

(genoma mitocondrial ou nuclear) como marcadores mitocondriais ou nucleares. 

O genoma mitocondrial, por apresentar características únicas, como DNA circular, 

herança materna e alta taxa de mutação, se tornou popular em estudos evolutivos e 

filogenéticos, providenciando informações sobre estrutura de populações e fluxo gênico, 

hibridização, biogeografia, e relações filogenéticas (Avise, 1986). 

 Polimorfismos observados no gene mitocondrial NADH Desidrogenase 5 (ND5) 

mostraram-se eficientes para a diferenciação de animais da raça Crioula das variedades 

Serrana (comum em Santa Catarina) e Fronteira (comum no Rio Grande do Sul), 

variedades ainda não oficializadas (Gonçalves et al., 2010). Tal estudo juntamente com o 

estudo desenvolvido por Tserenbataa et al.(2004) apontaram a possibilidade da aplicação 

do gene ND5 em estudos com as variedades de ovino Morada Nova. 
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 A sequência da região controle do genoma mitocondrial (D-loop) tem sido de 

constante utilização em estudos de diversidade genética de ovinos (Meadows et al.,2005; 

Wang et al.,2007; Meadows et al.,2007; Pariset et al.,2011). Haplótipos específicos para as 

variedades Branca e Vermelha da raça ovina Morada Nova foram encontrados por Paiva 

(2005b) através do sequenciamento da região D-loop demonstrando que estas variedades 

apresentam variabilidade genética diferente entre si. 

 Os marcadores nucleares microssatélites também apresentam alta potencialidade de 

serem utilizados em estudos envolvendo raças e variedade de raças. Podem ser definidos 

como regiões de DNA em que sequências de um a seis nucleotídeos estão presentes em 

unidades repetitivas em todo genoma de eucariotos e que tendem a ocorrer em regiões não 

codificantes. Além de serem tipicamente de natureza co-dominante, possuem alto 

polimorfismo genético, riqueza de alelos por lócus e alta heterosigosidade (Ferreira e 

Grattapaglia, 1998). 

Dorji et al. (2010) através de dados genotípicos de oito marcadores microssatélites 

avaliaram a diversidade genética e as relações entre cinco populações de ovelhas butaneses 

nativas. Niu et al. (2011) caracterizaram seis raças ovinas chinesas com uso de 19 

marcadores microssatélites. Liguiza (2007) analisou a diversidade genética de animais de 

um núcleo de conservação da raça Santa Inês, localizado no Distrito Federal e em Goiás, a 

partir do uso de 13 lócus de microssatélites localizados no cromossomo 20. Através do uso 

de 19 marcadores microssatélites Paiva (2005b) estudando raças de ovinos exóticos e 

localmente adaptados do Brasil, incluindo ovinos das variedades Branca e Vermelha da 

raça Morada Nova do rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos/CE, concluiu que essas 

variedades poderiam ser consideradas grupos genéticos distintos. 

 Diante do que foi acima exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar a 

diversidade genética, a estrutura de população, bem como a existência de diferença 

significativa entre as variedades de ovinos da raça Morada Nova com base na utilização 

conjunta de duas classes de marcadores (mitocondriais - gene ND5 e região controle D-

loop - e marcadores nucleares microssatélites). Os resultados deste estudo serão de grande 

importância para os programas de conservação e melhoramento dessa raça. 
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Resumo.  O objetivo desse trabalho foi analizar a diversidade genética e estrutura de 
população das variedades Branca (N=40), Vermelha (N=32) e Negra (31) da raça ovina 
Morada Nova, em rebanhos do semiarido nordestino Brasileiro através do uso de 17 
marcadores nucleares microssatélites e duas regiões do DNA mitocondrial (mtDNA), o 
gene ND5 e a região controle (D-loop). A análise da variabilidade intra-populacional 
demonstrou que a variedade Branca apresentou maiores valores de diversidade, 
enquanto a Vermelha apresentou os menores valores. A análise bayesiana para avaliar a 
estrutura genética populacional permitiu diferenciar entre as variedades 
Branca,Vermelha e Negra e uma tendência de sub-estruturação relacionada aos 
rebanhos dos Estados da Paraíba e Ceará da variedade Branca. Os resultados das 
Análises de Variância Molecular (AMOVA) evidenciaram que a maior estruturação 
genética foi observada quando se compararam rebanhos ao invés de variedades (8,59% 
versus 6,64% da variação total observada, P < 0,001). Tanto a análise de Coordenadas 
Principais como o dendrograma, por meio da distância genética Dtl, mostraram à 
formação de dois grupos principais, um composto por indivíduos brancos e outro por 
indivíduos vermelhos e Negros. Cinco haplótipos foram encontrados para região D-loop 
e dois para o gene ND5. Um haplótipo exclusivo para variedade vermelha foi 
encontrado na região D-loop e um haplótipo exclusivo para variedade Negra no gene 
ND5, mas as frequências destes foram baixas e, portanto existe necessidade de 
validação adicional. Os resultados obtidos reforçam a existência de diferenças 
significativas entre as variedades Vermelha e Branca da raça e deverão ser utilizados 
para o aperfeiçoamento dos programas de conservação e uso de recursos genéticos.  
 
Palavras-chave: Microssatélites; Ovis aries; mtDNA; recursos genéticos animais 
 
INTRODUÇÃO 
 
O Brasil possui diversas raças de animais domésticos que se desenvolveram a partir de 
raças trazidas pelos colonizadores portugueses, logo após o descobrimento. Desde 
então, as populações desses animais foram sendo selecionadas naturalmente, pelas 
condições climáticas locais, dando origem às raças naturalizadas brasileiras, também 
conhecidas como locais ou crioulas (Mariante et al., 2009). A cultura industrial criada 
durante o século XX induziu a alterações nos sistemas de produção e das raças 
utilizadas nesses sistemas (MacManus et al., 2011). Raças consideradas exóticas, 
altamente produtivas, mas selecionadas em regiões de clima temperado, foram 
importadas e por cruzamentos absorventes, causaram um rápida substituição e erosão 
das raças locais (Egito et al., 2002).  
Para evitar a perda deste importante material genético, em 1983, o Centro de Pesquisa 
Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária (Embrapa) decidiu incluir a conservação dos recursos genéticos 
animais em seu programa de pesquisa Conservação e Utilização dos Recursos 
Genéticos, que, até então, tinha contemplado apenas plantas (Mariante e Egito, 2002). 
No ano de 2007 a Embrapa Caprinos e Ovinos, a Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia, a Associação Brasileira dos Criadores de Ovinos da Raça Morada Nova 
(ABMOVA) e outras instituições de pesquisa e ensino iniciaram o projeto de pesquisa e 
desenvolvimento intitulado "Núcleo de Conservação e Melhoramento Genético da Raça 
Morada Nova" e no ano de 2008 aprovaram um outro projeto entitulado "Caracterização 
e bases para o melhoramento genético de ovinos da raça Morada Nova". O interesse por 
este grupo genético foi despertado a partir da conscientização de sua ameaça de 
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extinção (Mariante el al., 2003) e pelo conhecimento de sua adaptação as regiões 
semiáridas (Villaroel e Fernandes, 2000; Santos et al.,2006; Ribeiro et al., 2008).  
A associação brasileira de criadores de ovinos (ARCO) reconhece a existência de duas 
variedade da raça: a variedade de pelagem Vermelha e a de pelagem Branca. No entanto 
no mercado comercial de ovinos do Brasil circulam animais conhecidos 
morfologicamente como a variedade Negra da raça Morada Nova. O Serviço de 
Registro Genealógico das Raças Ovinas (SRGRO) não reconhece essa variedade como 
pertencente a raça e em consequência da ausência de registro destes animais os 
produtores rurais restringem sua reprodução e muitas vezes optam pelo descarte.  
Estudos realizados por Paiva (2005a) com a utilização da região D-loop e 19 
marcadores microssatélites demonstraram que as variedades Branca e Vermelha da raça 
ovina Morada Nova apresentavam variabilidade genética diferente entre si e poderiam 
ser consideradas grupos genéticos distintos. Contudo esse estudo englobou apenas um 
rebanho de cada variedade, Branca e Vermelha, e não incluiu a provável variedade 
Negra. Assim, o presente trabalho teve como objetivos principais validar em outros 
rebalhos a diferenciação genética entre as variedades Vermelha e Branca da raça 
Morada Nova e testar se os animais de pelagem Negra também podem ser diferentes 
através do uso de marcadores nucleares microssatélites e mitocondriais. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Coleta, processamento e armazenamento das amostras 
 
Foram coletadas amostras de sangue de 103 indivíduos das variedades Vermelha, 
Branca e Negra da raça ovina Morada Nova (Tabela 1), por meio de punção venosa na 
jugular, em tubos de 10 mL com vácuo, contendo anticoagulante ácido etileno 
diaminotetracetato de sódio (EDTA). As amostras de sangue foram mantidas sob 
refrigeração a (4 - 8 oC) até o processamento para separação dos linfócitos. 
O processamento de separação e armazenamento dos linfócitos seguiu as seguintes 
etapas: a) Centrifugação a 3000 rpm/10 minutos e posterior remoção do plasma 
sanguíneo; b) Adição de soro fisiológico e centrifugação a 3000 rpm/10 minutos 
(procedimento repetido por três vezes); c) Remoção da camada de linfócitos com pipeta 
Pasteur e deposição em microtubos  de 1,5 mL identificados; d) Armazenamento em 
freezer a -20°C. 
 
Extração e quantificação de DNA 
 
O DNA foi extraído de linfócitos a partir de modificações de um protocolo não orgânico 
proposto por Miller et al. (1988). As amostras de DNA foram quantificadas por 
espectrofotometria (Nanodrop ND1000®) com a finalidade de verificar a qualidade e a 
quantidade do DNA. 
 
Amplificações das regiões genômicas e mitocondriais 
 
Marcadores nucleares 
 
Para as reações de PCR foram selecionadas 17 loci microssatélites cujas condições de 
amplificações já haviam sido padronizadas no LGA: D5S2, MAF214, MAF65, 
OLADRB, OarAE129, OarFCB304, OarHH35, SPS113, ILSTS11, INRA05, INRA35, 
INRA63, INRABERN172, SRCRSP5, MCM527, ILST87e OarCP49. As reações de PCR 
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para os primers INRA63, INRABERN172 e MAF65 foram realizadas separadamente. Os 
demais primers, para diminuir o número de reações, foram distribuídos em 6 
multiplexes de acordo com o tamanho do fragmento (pb) esperado para cada lócus e o 
tipo de florescência (Tabela 2). 
Foi utilizado o Kit para PCR da Quiagen® (Qiagen Master Mix) conforme 
recomendações do fabricante. Dessa maneira, as reações foram realizadas para um 
volume final de 5µL sendo compostas por 2,5 µL do PCR mix (50% do volume final), 
0,5 µL do QSolution (10% do volume final), 0,1 µL de cada par de primer a 10 µM 
(concentração de 0,2µM no volume final) e 1,5 µL de DNA a 3 ng/µL (concentração de 
0,9 ng no volume final). A quantidade de água RNase-free na reação variou com o 
número de primers utilizado nos multiplex, sendo utilizada para completar o volume 
final da reação.  
As amplificações foram realizadas em termocicladores modelo Veriti® 96-well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o programa: 1 ciclo de 95°C por 15 
minutos para ativação da enzima Taq DNA Polimerase; 36 ciclos compreendendo uma 
desnaturação inicial a 94°C por 30 minutos, anelamento a 57°C por 30 segundos e  
extensão a 72°C por 1 minuto; 1 ciclo a 72°C por 30 minutos para extensão final; 1 
ciclo de 4°C para conservar o produto de PCR até serem retirados do termociclador. 
 
Marcadores mitocondriais 
 
As Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas utilizando-se os primers 
ND5L (5'-AATAGTTTATCCAGTTGGTCTTAGG-3') e ND5RI (5'-AAGA 
TTTGTTGGAGATCTCAGGTG-3') (Tserenbataa et al, 2004) , para o fragmento 
correspondente a parte do gene ND5 e os primers mtCR-F2 (5' 
AACTGCTTGACCGTACATAGTA 3' e mtCR-R1 (5'-
AGAAGGGTATAAAGCACCGCC-3') (Meadows et al, 2005) para a região controle 
ou D-loop. 
Para a região ND5 as reações foram realizadas para um volume final de 10 µL seguindo 
as seguintes condições: 0,5µM de cada primer, 1,0 mM dNTP, 5,0mM MgCl2, 1U de 
Taq DNA polimerase, 0,45 ηg de DNA e tampão 1X (Tris-HCl, pH 8.4, 50mM KCl). 
As amplificações foram realizadas em termocicladores modelo Veriti® 96-well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o programa: ciclo inicial de 
desnaturação à 95°C por 5 minutos, 36 ciclos de desnaturação à 95ºC por 1 minuto, 
anelamento dos primers à 56°C por 1 minuto e extensão à 72ºC por 1 minuto e 30 
segundos, e uma extensão final dos produtos à 72°C por 4 minutos. 
As reações para amplificação da região D-loop foram realizadas para um volume de 10 
µL seguindo as seguintes condições: 0,1µM de cada primer, 0,15 mM de dNTP, 2,0 
mM de MgCl2, 0,5U de Taq DNA polimerase , 0,45 ηg de DNA e tampão 1X (Tris-
HCl, pH 8.4, 50mM KCl). O programa utilizado no termociclador seguiu o seguinte 
protocolo: ciclo inicial de desnaturação à 96°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturação 
à 94ºC por 1 minuto, anelamento dos primers à 52°C por 1 minuto e 30 segundos e 
extensão à 72ºC por 1 minuto e 30 segundos, e uma extensão final dos produtos à 72°C 
por 20 minutos.  
  
Obtenção de dados brutos dos microssatélites e das sequências de mtDNA 
 
Para realização da genotipagem dos microssatélites foi utilizado à eletroforese capilar 
em sequenciador automático modelo ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). O sequenciamento das regiões mitocondriais foi realizado com o uso de 
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eletroforese capilar em seqüenciador modelo ABI 3730 DNA Analyzer® (Applied 
Biosystems). 
 
Análises dos dados 
 
Microssatélites 
 
Os dados gerados pelo sequenciador foram analisados utilizando-se os software 
GeneScan v.3.1. e Genotyper v. 3.7.0.1 (Applied Biosystems). A identificação das 
classes alélicas foi realizada com software FlexiBin v.2.0 (Amos et al., 2007). 
A partir do programa GenAlex v.6.4 (Peakall e Smouse, 2006) e Molkin v. 3.0 
(Gutiérrez et al., 2005) foram obtidos em cada lócus e população, os número efetivo de 
alelos (NE), o número médio de alelos (NM), heterozigosidade esperada (HE), 
heterozigosidade observada (H ) e conteúdo de informações polimórficas (PIC). 
Também foram calculadas para cada lócus e população as estatísticas F de Wright (FIS, 
FIT e FST) (Weir e Cockerhan, 1984), bem como o teste de significância de  FIS com o 
uso do programa Fstat v. 2.9.3.2  (Goudet, 2002). A avaliação da existência de 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg  dentro dos loci e  populações analisadas  foi realizada 
com o programa Genepop v.4.0.10 (Rwymond e Rousset, 1995). 
Para análise de Coordenadas Principais (PCoA) foi calculada a distância genética Dtl 
(Tomiuk et al., 1998) baseada nas frequências genotípicas com o Molkin v.3.0 
(Gutiérrez et al., 2005) entre cada par de indivíduos. Esta distância foi inserida no 
GenAlex (Peakall et al., 2006), substituindo a distância genética calculada com o 
mesmo para realização da PCoA. A matriz obtida a partir da distância Dtl foi utilizada 
no software SplitsTree v. 4.12.3 (Huson e Bryant, 2006) para construção do 
dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Mean). 
O software Structure v 2.3.4 (Prichard et al., 2000) foi utilizado para estimar qual o 
número mais provável de populações em que os genótipos analisados das variedades em 
estudo poderiam ser distribuídos. O programa estima o logaritmo natural da 
probabilidade que um dado genótipo X seja membro de uma determinada população K, 
ou seja, K: ln P (X/K). Foram estimadas as probabilidades para valores de K de 1-18. A 
consistência dos resultados foi avaliada utilizando para cada K, cinco repetições a partir 
de 100.000 iterações para a etapa de burn-in e 400.000 iterações das Cadeias de Markov 
e Simulações de Monte Carlo (MCMC). Os loci MAF214, OLADRB, OarAE129 e 

MAF214 foram excluidos da análise do número mais provável de populações por não 
estarem em equilíbrio de Hardy Weinberg(EHW) para a maioria das variedades em estudo. 
A quantificação da estrutura de populações foi realizada por meio da análise de 
variância molecular (AMOVA). Três diferentes contrastes foram testados com o uso do 
programa Arlequin v.3.1 (Excoffier et al., 2006): Contraste I: os indivíduos foram 
separados por rebanhos (n=8); Contraste II: os indivíduos foram agrupados por estado 
(N=3); Contraste III: os indivíduos foram agrupados por variedade (N=3). 
 
Marcadores mitocondriais 
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As sequências obtidas foram analisadas e editadas com auxílio do programa SeqScape® 
versão 2.7 (Applied Biosystems) utilizando com  referência a sequência [AF010406] 
(Hiendleder et al., 1998). Após a edição, utilizou-se o programa MEGA versão 5.05 
(Tamura et al., 2011) para alinhamento das sequências obtidas com as sequências do 
GenBank (Tabela 3) e também para produção dos arquivos de entrada para cálculos de 
diversidade das sequências.  
Por meio do programa DNAsp versão 5 (Librado e Rozas, 2009) foram calculados,  
para cada variedade e região do mtDNA em estudo , os seguintes parâmetros de 
variabilidade: número de sítios polimórficos,  número de haplótipos, cálculo de 
diversidade haplotípica e de diversidade nucleotídica.  
A relação entre o número de haplótipos gerados e os haplótipos encontrados na raça 
brasileira Somali foi analisada através da construção de uma rede haplotípica pelo 
programa Network versão 4.1.1.2 (Fluxus Technoloty Ltd – www.fluxus-
engineering.com) por meio do método Median-Joining – MJ (Bandelt et al., 1999). 
 
RESULTADOS  
 
Marcadores Microssatélites 
 
Amplificação 

 
Os dados brutos dos loci OarCP49 e o ILSTS87 não apresentaram qualidade suficiente 
na declaração dos alelos (genotipagem) e por isso foram excluídos das análises. Deste 
modo, foram utilizadas nas análises as informações de genotipagem de 103 indivíduos 
de ovinos Morada Nova para 15 loci microssatélites (D5S2, MAF214, MAF65, 
OLADRB, OarAE129, OarFCB304, OarHH35, SPS113, ILSTS11, INRA05, INRA35, 
INRA63, INRABERN172, SRCRSP5, MCM527). 
 
Variação intra e inter-populacional 
 
Foram detectados 81 alelos a partir dos 15 loci analisados para as três variedades da 
raça ovina Morada Nova em estudo, todos os loci foram polimórficos (Tabela 4). O 
número de alelos observado por lócus variou de dois para MAF214 a oito para 
OLADRB. Para o número médio de alelos a variação foi de 2 (MAF214) a 6,667 
(OLADRB e OARHH35), com média de 2,794. A média observada para conteúdo de 
informações polimórficas (PIC) foi de 58,64% e os loci D5S2(40,46) e 
OLADRB(78,21) apresentaram os  menores e os maiores valores respectivamente. 
Dos 15 loci analisados, 12 apresentaram valores de HO menores do que de HE. O menor 
valor de HO foi de 0,263 para OarAE129 e o maior 0,740 para OarHH35, de maneira 
que a média observada foi de 0,533.  A variedade Branca apresentou os maiores valores 
para os índices de diversidade genética calculados, seguida da variedade Negra (Tabela 
5). O desequilíbrio entre a HO e a HE foi causada por uma deficiência significativa de 
heterozigotos em cada lócus como confirmado pelo teste de significância do FIS (Tabela 
6). Os valores médios para FIT, FST  e FIS foram respectivamente 18,5 ,7 e 12,4 %.  
Dentro das análises inter-populacionais pode-se observar que os primeiros três 
componentes da análise das coordenadas principais explicaram 62,67% da variação 
entre as variedades de Morada Nova em estudo, sendo que o primeiro, o segundo e o 
terceiro componente corresponderam respectivamente a 27,93%, 18,86% e 15,88% da 
variação total. A partir da representação do PCoA (Figura 1) podemos observar a 
existência de dois grupos bem definidos, um correspondente a variedade Branca e outro 
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a variedade Vermelha. Os indivíduos que representavam a variedade Negra ficaram 
dispersos entre os indivíduos da variedade Branca e principalmente da variedade 
Vermelha. 
Um dendrograma individual baseado no método de UPGMA (Figura 2) foi construído 
utilizando a estimativa da distância Dtl. A partir do dendrograma foi possível visualizar 
dois grupos principais, um formado principalmente por indivíduos da variedade Branca 
e outro formado por indivíduos das variedades Vermelha e "Negra", com algumas 
exceções. Esses resultados corroboram os obtidos na análise de PCoA (Análise de 
Coordenadas Principais).  
 
Estrutura populacional 

 
Os testes estatísticos realizados, utilizando a AMOVA, para o estudo da distribuição da 
estrutura populacional mostraram os valores de FST verificados para os grupos formados 
por rebanhos, Estados e variedades, respectivamente, de: 8,59, 3,19 e 6,64% (P < 0,001) 
(Tabela 7) 
A análise realizada com software Structure parti da existência de quatro populações 
subdivididas nas três variedades estudadas (Figura 3), entretanto, a distribuição das 
populações conforme a estrutura genética para k= 2, 3 também é descrita neste trabalho 
(Figura 4). 
Considerado K=2 verificamos um grupo formado pela variedade Branca e outro pelas 
variedades Vermelha e Negra. As três variedades de Morada Nova (Vermelha, Branca e 
Negra) que representam as três populações neste estudo se agruparam em diferentes 
clusters para K=3 mostrando que apenas uma pequena proporção dos indivíduos de 
cada variedade encontra-se miscigenada, uma vez que as três variedades estão 
compartilhando alelos. Uma sub-estruturação dentro da variedade Branca, entre os 
animais dos Estados da Paraíba e Ceará foi observada com K=4(Figura 5).  
 
Marcadores mitocondriais 
 
Após a edição das sequências foram obtidos 524 pares de base da região controle (D-
loop) correspondentes a posição 16094 a 16616 do mtDNA de Ovis aries [AF010406] e 
dentro do mesmo foi identificada a presença de 8 SNPs, sendo todos caracterizados 
como transição, uma deleção e cinco haplótipos distintos (Tabela 8). O haplótipo mais 
frequente foi o H1, os haplótipos H2 e H4 foram exclusivos da raça morada Nova, não 
sendo verificado em sequências publicadas no GenBank. Com relação às variedades, o 
haplótipo H5 foi o único específico para variedade Vermelha, no entanto apresentou 
baixa frequência (0,033) na amostragem geral e os indivíduos que o representam são 
pertencentes a mesma fazenda (FF-PB), esse haplótipo também foi encontrado em  
raças Ibéricas(Bordaleira E.D.M., Alcarreña e Lacaune) (Pedrosa et al., 2007). As 
frequências haplotípicas por variedade e por fazenda estão descritas nas Tabelas 9 e 10.  
Analisando um fragmento de 460 pb em conjunto com   sequências da raça brasileira 
Somali disponíveis no GenBank verificamos, nas sequências deste estudo, a existência 
de três haplótipos correspondentes  ao haplótipos H9, H11 e H12 identificados por 
Paiva et al. (2011) na raça Somali. 
A região D-loop sequenciada apresentou valor de diversidade haplotípica (Hd) igual a 
0,721 (± 0,025) e diversidade nucleotídica (π) igual a 0,00349 (± 0,00012). Entre as 
variedades estudadas a diversidade Hd e π variaram respectivamente de 0,782(± 
0,042;variedade Vermelha ) a 0,66(±0,057; variedade Negra) e de 0,0436(± 0,00028; 
variedade Negra) a 0,00395(± 0,00017; variedade Branca)(Tabela 11). 
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Para o fragmento correspondente a região ND5 foram obtidos, após a edição, 435 pares 
de base e identificado um SNP, do tipo transição, e dois haplótipos. A região está 
localizada entre as posições 11846-12281 da sequência do mtDNA completo de Ovis 
aries (GenBank:AF010406) (Hiendleder et al., 1998). As sequências dessa região que 
se agruparam no haplótipo H1são idênticas a sequência de O. aries[AF010406]. Apenas 
um indivíduo da variedade Negra da fazenda G - RN foi agrupado no haplótipo H2. O 
haplótipo H2 diferiu do H1 apenas em um par de base (T/C) na posição11883 do 
mtDNA de O. aries. 
Os valores de diversidade haplotípica (Hd) e nucleotídica(π) para região ND5 foram 
respectivamente 0,024(± 0,023) e 0,00006(± 0,00005). Para as variedades Vermelha e 
Branca os valores de Hd e π foram iguais a zero e para variedade Negra foram  
respectivamente de 0,083(± 0,075) e 0,00019(± 0,00017)(Tabela 11). 
 
DISCUSSÃO 
 
O princípio básico da conservação de raças e suas variedades é a manutenção da 
máxima variabilidade genética de forma a garantir uma exploração sustentável de longo 
prazo (MacManus et al., 2011), principalmente frente às mudanças climáticas previstas 
(Fiore et al., 2012).  
Estudos de raças ovinas localmente adaptadas a diferente regiões no Mundo e a 
descrição de suas combinações genéticas únicas por meio de ferramentas moleculares 
(Dalvit et el., 2009; Qwabe e Marle-Köster, 2012) tem sido utilizadas como forma de 
orientação para tomada decisão em programa de conservação, na formação, inclusão 
e/ou exclusão de grupos genéticos em bancos de germoplasma. O uso dos resultados 
dos marcadores genéticos serve não apenas para prever a "melhor" estratégia de 
acasalamento para criação de animais, mas também para individualizar a gestão dos 
animais (MacManus et al., 2011). 
Para estes tipos de estudos relacionados à conservação e melhoramento de recursos 
genéticos têm sido utilizados a análise de diferentes classes de marcadores moleculares 
(Ćinkulov et al., 2008; Pariset et al., 2011).  
Esse procedimento é importante, pois cada marcador possui um tipo de informação 
genética diferente. Segundo Paiva et al. (2011) a utilização de apenas uma classe de 
marcador (em geral, microssatélites) para auxiliar políticas de conservação e manejo 
não é desejável, pois não fornecem todas as informações genéticas. 
Deste modo, alguns trabalhos envolvendo a raça Morada Nova foram desenvolvidos 
com o uso de marcadores RFLP (Paiva et al., 2005c), RAPD (Paiva et al., 2005b), 
microssatélites e mtDNA (Paiva et al., 2005a). 
Neste último trabalho, Paiva e colaboradores (2005a) observaram a diferenciação entre 
as variedades Branca e vermelha da raça ovina Morada através mtDNA, fato que foi 
reafirmado neste estudo, e que justifica a manutenção de bancos de germoplasma 
distintos para estas as duas variedades.  
A constatação da existência de dois grupos dentro da variedade Branca, um do Estado 
do Ceará e outro da Paraíba (K=4) chama a atenção para inclusão de animais da fazenda 
F do Estado da Paraíba em núcleos de conservação, uma vez que, os indivíduos das 
fazendas D e E do Ceará já são oriundos de núcleos de conservação da raça existentes. 
Com relação à variedade Negra, os resultados das análises do Structure, da análise de 
coordenas principais e árvore filogenética pelo método UPGMA apontam para 
validação da hipótese de que os ovinos de coloração negra são um subgrupo da 
variedade Vermelha. Entretanto, este sub-grupo apresenta combinações genéticas 
exclusivas. Portanto, mais estudos são necessários com estes animais de coloração de 
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pelame negra, visto que existe uma forte seleção contra estes animais, pois não são 
reconhecidos pela ARCO como pertencentes a raça Morada Nova. 
Entre os produtores a coloração negra em ovinos Morada Nova é reconhecida como 
uma característica recessiva, pois apesar da intensa seleção contra esta característica, ela 
volta a aparecer na população a partir do acasalamento entre indivíduos da variedade 
Vermelha.  
A cor do pelame dos mamíferos depende fundamentalmente da proporção entre dois 
pigmentos: a eumelanina e a feomelanina. A produção destes pigmentos é controlada 
pelos loci Extension (E), que corresponde ao gene MC1R , e pelo Agouti (A), que 
corresponde ao gene ASIP. Em alguns mamíferos, o lócus extensão mostra efeito 
epistático sobre o lócus Agouti. Alelos dominantes neste lócus são responsáveis pela cor 
negra da pelagem. Mutações em outro gene o TYRP1 também foram associadas com 
variação de cor em uma série de mamíferos domésticos incluindo bovinos (Berryere et 
al,.2003). 
Noriis e Whan, 2008 observaram que uma duplicação em tandem de 190-kb envolvendo 
as regiões codificantes do gene ovino ASIP, região codificante AHCY e a região 
promotora ITCH é a causa genética da cor branca dominante da ovelha. Portanto 
observa-se que vários estudos estão sendo realizados para elucidar o estudo da cor da 
pelagem de ovinos e estes indivíduos negros estudados neste trabalho estão sendo 
excluídos por não serem enquadrados na raça Morada Nova. 
Com relação a análise mitocondrial dois haplótipos específicos da região D-loop (H2 e 
H4) foram identificados nos ovinos Morada Nova desta análise.Esta  informação pode 
auxiliar no monitoramento de famílias dentro dos rebanhos amostrados de forma que a 
máxima variabilidade genética seja mantida. A região ND5 analizada neste trabalho não 
foi eficiente na análise da diversidade genética das variedades de Morada Nova em 
estudo. 
 
CONCLUSÃO 
 
1. A diferenciação genética, entre as variedades Branca e Vermelha da Morada Nova, é 
significativa. Portanto, elas podem ser consideradas grupos genéticos distintos; 
2. A variedade Negra é um subgrupo da variedade Vermelha e deve ser inserido nos 
programas de conservação da raça Morada Nova; 
3. A variedade Branca se apresenta subestruturada em dois grupos, um formado pelos 
indivíduos do Estado do Ceará e outro pelos indivíduos da Paraíba; 
4. Os dois haplótipos exclusivos do ovino Morada Nova encontrados na região D-loop 
podem ser utilizados no monitoramento de famílias dentro dos rebanhos; 
5. A região do Gene ND5 sequênciada nesse trabalho não foi eficiente no estudos de 
diversidade entre as variedades dos ovinos Morada Nova. 
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Tabela 1. Número de amostras conforme a fazenda, estado onde foi coletado e variedade da 
raça. 

Fazenda 
Posicionamento  

Geográfico 
 

Estado OMN_V OMN_B OMN_N T 

A 
5º6'20''S 

38º22'2''W CE 04 - - 04 

B 
5º6'20''S 

38º22'2''W 
 

CE 04 - 02 06 

C 
5º6'20''S 

38º22'2''W 
 

CE 04 - - 04 

D* 
4º58'41''S 
39º1'8''W 

 

CE - 13 - 13 

E* 
3º47'29''S 

39º15'58''W 
 

CE - 08 - 08 

F 
7º17'53''S 

35º28'41''W 
 

PB 20 19 08 47 

G 
5º40'18''S 

36º36'17''W 
 

RN - - 14 14 

H 
5º34'38''S 

36º54'30''W 
 

RN - - 07 07 

Total   32 40 31 103 

 OMN_V = Variedade Vermelha; OMN_B = Variedade Branca; e OMN_N = Variedade Negra; T = 
número total de animais coletados; *=Fazenda experimental representante de um núcleo de conservação. 
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Tabela 2. Nome dos loci, cromossomo (Cr.), sequência dos primers (F: forward e R: 
reverse), tamanho observado dos alelos (To), multiplex (M) e Referência. 

*Loci recomendados pela FAO para estudos de caracterização genética em ovinos (FAO, 2011). 

 

Loci Cr. Sequência (5' - 3') To (pb) M Referência 

D5S2 5 
F:tactcgtagggcaggctgcctg 
R:gagacctcagggttggtgatcag 

181-192 A 
Hoffmann et al., 
(2004) 

MAF214* 16 
F:aatgcaggagatctgaggcagggacg 
R:gggtgatcttagggaggttttggagg 

185-188 B 
Buchanan e 
Crawford,(1992) 

OLADRB 20 
F:tgtgcagcggcgaggtgag 
R:cgtacccagagaktgagtgaagtatc 

265-281 A 
Schwaiger et al., 
(1993) 

MAF65* 15 
F:aaaggccagagtatgcaattggag 
R:ccactcctcctgagaatataacatg 

121-134 - 
Buchanan et 
al.,(1991) 

INRA05 10 
F:cttcaggcataccctacaccacatg 
R:aaatattagccaactgaaaactggg 

124-145 B Vaiman et al., (1994b) 

OarAE129* 5 
F:aatccagtgtgtgaaagactaatccag 
R:gtagatcaagatatagaatatttttcaacacc 

132-147 C Penty et al., (1993) 

SPS113 10 
F:cctccacacaggcttctctgactt 
R:cctaacttgcttgagttattgccc 

230-245 D 
Hoffmann et al., 
(2004) 

OarFCB304* 19 
F:ccctaggagctttcaataaagaatcgg 
R:cgctgctgctgtcaactgggtcaggg 

160-184 D 
Buchanan e 
Crawford,(1991) 

ILSTS11* 9 
F:gcttgctacatggaaagtgc 
R:ctaaaatgcagagccctacc 

266-281 E 
Brezinsky et al., 
(1993b) 

INRA35 12 
F:atcctttgcagcctccacattg 
R:ttgtgctttatgacactatccg 

114-131 E 
De Gotari et al., 
(1997) 

INRA63* 14 
F:atttgcacaagctaaatctaacc 
R:aaaccacagaaatgcttggaag 

152-172 - 
De Gotari et al., 
(1997) 

OarHH35 4 
F:aattgcattcagtatctttaacatctggc 
R:atgaaaatataaagagaatgaaccacacgg 

109-133 F Henry et al.,(1993) 

SRCRSP5* 18 
F:ggactctaccaactgagctacaag 
R:tgaaatgaagctaaagcaatgc 

145-152 F Maddox et al.,(2000) 

MCM527 5 
F:gtccattgcctcaaatcaattc 
R:aaaccacttgactactccccaa 

161-178 F Hulme et al. (1994) 

INRABERN172 22 
F:ccacttccctgtatcctcct 
R:ggtgctcccattgtgtagac 

145-167 - 
Saitbekova et al., 
(1999) 

OarCP49 17 
F:cagacacggcttagcaactaaacgc 
R:gtggggatgaatattccttcataagg 

- C Ede et al., (1995) 

ILSTS87 6 
F:agcagacatgatgactcagc 
R:ctgcctcttttcttgagag 

- D Kemp et al.,(1995) 
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Tabela 3. Número de acesso das sequências de Ovis aries obtidas no GenBank para 
análises comparativas com o grupo Ovino Morada Nova. Os haplótipos (H) descritos 
correspondem aos identificados nas amostras de Morada Nova analisadas neste estudo 
em negrito, estão os haplótipos comuns entre os identificados neste trabalho e os da raça 
brasileira Somali obtidos a partir da análise de 460 pb e descritos na análise do 
Network. 

Acesso Raça Origem H Referência 

DQ791076.1 Churra Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791074.1 Rasa Aragonesa Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791050.1 Rasa Aragonesa Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791049.1 Manchega Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791033.1 Churra Ga. Bragança Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791030.1 Merino de Grazalema Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791020.1 Manchega Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791010.1 Ojalada Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791009.1 Alcarreña Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791006.1 Churra Ga. Bragança Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791005.1 Montesina Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791004.1 Rasa Aragonesa Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791002.1 Manchega Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ790910.1 Merino Preto Região Ibérica H1 Pedrosa et al., 2007 
DQ791166.1 Ojalada Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
 DQ791161.1 Castellana Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
DQ791160.1 Castellana Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
DQ791135.1 Castellana Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
DQ791061.1 Bordaleira E.D.M. Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
DQ790934.1 Merino Branco Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
DQ790918.1 Merino Preto Região Ibérica H3 Pedrosa et al., 2007 
JQ286338.1 Rambouillet Região Ibérica H3 Não publicado 
DQ791183.1 Bordaleira E.D.M. Região Ibérica H5 Pedrosa et al., 2007 
DQ791170.1 Alcarreña Região Ibérica H5 Pedrosa et al., 2007 
DQ791169.1 Lacaune Região Ibérica H5 Pedrosa et al., 2007 
 DQ791168.1 Bordaleira E.D.M. Região Ibérica H5 Pedrosa et al., 2007 
AF010406.1 Merino Landschaf Alemanha - Hiendleder et al., 1998 

  HQ593514.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593515.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593516.1 Somali Brasil H4 Paiva et al., 2011 
  HQ593517.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593518.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593519.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593520.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593521. 1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593522.1 Somali Brasil H10 Paiva et al., 2011 
  HQ593523.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593524.1 Somali Brasil H12 Paiva et al., 2011 
  HQ593525.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593526.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593527.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593528.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 
  HQ593529.1 Somali Brasil - Paiva et al., 2011 



 

26 
 

Tabela 4. Estimativa por lócus de diversidade genética  para os 15 loci de 
microssatélites estudados em três variedades de ovinos Morada Nova. 

Loci NT NM NE HO HE PIC(%) FIT FST FIS 
aEHW 

D5S2 3 2,333 1,955 0,43 0,483 40,46 0,130 -0,004 0,131 1 

OLADRB 8 6,667 4,282 0,688 0,752 78,21 0,175 0,073 0,154** 3 

OarAE129 4 4 2,116 0,263 0,498 52,73 0,602 0,245 0,567** 3 

OarFCB304 7 5,333 3,297 0,686 0,691 66,66 0,043 0,000 0,043 - 

SPS113 7 6,333 3,662 0,663 0,723 72,08 0,140 0,044 0,127** - 

INRA05 6 4,667 1,926 0,381 0,411 45,57 0,225 0,158 0,182** - 

INRABERN172 6 5 1,827 0,394 0,427 40,48 0,118 0,021 0,112 1 

MAF65 5 4,333 3,575 0,703 0,698 70,67 0,088 0,067 0,068 1 

INRA35 5 5 2,617 0,646 0,618 60,46 0,000 0,031 -0,01 - 

ILSTS11 4 4 2,577 0,52 0,588 58,58 0,206 0,073 0,186** 1 

MAF214 2 2 1,823 0,266 0,446 36,41 0,443 0,104 0,423** 2 

INRA63 7 4,667 3,048 0,616 0,659 63,04 0,116 0,035 0,105* - 

OarHH35 7 6,667 3,395 0,74 0,702 74,22 0,095 0,123 0,057 - 

SRCRSP5 3 3 2,164 0,351 0,521 48,44 0,375 0,027 0,369** 2 

MCM527 7 5,333 3,65 0,646 0,722 71,54 0,153 0,039 0,142** 1 

Total 5,4 4,622 2,794 0,533 0,596 58,64 0,185 0,070 0,166** 
 

NT = Número total de alelos; NM = Número médio de alelos; NE = Número efetivo de alelos; HE = 
Heterozigosidade Esperada; HO = Heterozigosidade observada; PIC = Conteúdo de informações 
Polimórficas; FIS = índice de fixação dentro das populações; FIT = índice de fixação referente à população 
global; FST = coeficiente de parentesco entre indivíduos de populações diferentes; EHW = Número das 
variedades estudadas que desviaram do equilíbrio de Hardy-Weinberg (P ˂  0,05); * P ˂ 0,05; ** P ˂ 0,01; *** P ˂ 0,001. 
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Tabela 5. Estimativa de diversidade genética para as variedades de ovinos Morada Nova em 
estudo através dos 15 loci de microssatélites. 

Variedade  N NM NE HO HE PIC aEHW 

OMN_V 32 4,467 2,637 0,5 0,588 40,55 5 

OMN_B 40 4,8 2,995 0,568 0,617 46,13 7 

OMN_N 31 4,6 2,751 0,53 0,583 40,34 3 

Média   4,622 2,794 0,533 0,596 42,34   
N = Número de amostras utilizadas nas análises; NM = Número médio de alelos; NE = Número efetivo de 
alelos; HE = Heterozigosidade Esperada; HO = Heterozigosidade observada; PIC = Conteúdo de 
informações polimórficas; aEHW = Número de loci que desviaram do equilíbrio de Hardy-Weinberg (P ˂ 0,05%); OMN_V = Variedade Vermelha; OMN_B = Variedade Branca; OMN_N = Variedade Negra. 
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Figura 1. Representação bidimensional da Análise de Coordenadas Principais (PCoA) 
das três variedades da raça ovina Morada Nova. OMN_V=Variedade vermelha; 
OMN_B= Variedade branca;OMN_P= Variedade negra. 
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir do método UPGMA baseado na distância Dtl, 
com uso de 15 marcadores microssatrélites para verificação da relação entre as três 
variedades estudadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

Grupo formado principalmente por 
indivíduos das variedades Negra e 
Vermelha. 

Grupo formado principalmente por 
indivíduos da variedade Branca. 
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Tabela 6. Estimativa do índice de fixação dentro das populações (FIS) nas três variedades de 
ovinos Morada Nova estudadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
* P ˂ 0,05; ** P ˂ 0,01; *** P ˂ 0,001. 
 

 
 
 

Loci OMN_B OMN_N OMN_V 

D5S2 0,2 0,065 0,094 

OLADRB 0,182* -0,099 0,193* 

OARAE129 0,275* 0,546*** 0,534*** 

OARFCB -0,185 0,043 0,269* 

SPS113 0,1 0,064 0,138 

INRA05 0,011 0,231 0,122 

INRABERN172 0,189 0,174 -0,011 

MAF65 -0,316 0,024 0,247** 

INRA35 -0,044 -0,094 0,045 

ILSTS11 0,285** 0,093 -0,059 

MAF214 -0,031 0,642*** 0,532** 

INRA63 0,139 0,07 0,019 

OARHH3 0,033 -0,121 -0,022 

SRCRSP5 0,536*** 0,146 0,265* 

MCM527 0,097 0,175 0,095 

Média 0,093*** 0,108*** 0,167*** 
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Figura 3. Estimativa do melhor K pela distância estatística DeltaK para as populações 
inferidas com o programa Structure, que variou de K=1 a K=20, para as variedades 
estudadas. 
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Figura 4. Distribuição das proporções de cada indivíduo em cada cluster inferido pelo 
Structure com k=2, 3 e 4 . As variedades estão separadas pelas linhas Negras verticais.  
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Figura 5. Distribuição das proporções de cada indivíduo em cada cluster inferido pelo Structure com k= 4. Cada indivíduo é representado por 
uma barra vertical. Os números entre parêntese indicam a variedade: 1= OMN_B; 2= OMN_N; 3= OMN_V. 
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Tabela 7. Análise de variância molecular (AMOVA) em diferentes níveis de estrutura das três 
variedades de ovinos Morada Nova estudadas. 

GL=graus de liberdade; SQ= soma de quadrados; CV= componente de variação; FST=índice de fixação; 
*P<0,001. 
 
 

Estrutura Fonte de variação GL SQ CV 
% de 

variação 
FST 

Análise 
I 

Entre rebanhos 7 83,289 0,36685 Va 8,59 
0,08586*

Dentro dos rebanhos 198 773,391 3,90601 Vb 91,41 

 Total 205 856,680 4,27287  

Análise 
II 

Entre Estados 2 25,798 0,13469 Va 3,19 
0,03186*

Dentro dos Estados 203 830,882 4,09301 Vb 96,81 

 Total 205 856,680 4,22771  

Análise 
III 

Entre variedades 2 46,671 0,28368 Va 6,64 0,06638*
Dentro das variedades 203 810,008 3,99019 Vb 93,36 

 Total 205 856,680 4,27387   
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Tabela 8. Haplótipos encontrados no sequenciamento da região D-loop em 92 amostras, 
sendo 36 animais da variedade Branca, 26 animais da variedade Vermelha e 30 animais 
da variedade Negra. 

Posição no 
mtDNA 

1 1 1 1 1 1 1 1 
6 6 6 6 6 6 6 6 
0 1 2 3 3 4 4 6 
9 2 1 4 9 2 5 0 
7 8 7 3 2 9 3 2 

GenBank: 
AF010406.1 

A C C T T C G C 

H1 . T T C . . . . 
H2 G T . C . T A . 
H3 . T . C C . . . 
H4 . T . C . T A . 
H5 . T T C . . . T 
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Tabela 9. Frequências haplotípicas para as regiões D-loop e ND5 do mtDNA nas três 
variedades de ovinos Morada Nova estudadas. 

  
Frequência Haplotípica na População 

Região do mtDNA 
 

D-loop 
 

ND5 

Variedade / Haplótipo 
 

H1 H2 H3 H4 H5 
 

H1 H2 

Vermelha 
 

5 9 2 7 3 
 

28 - 

Branca 
 

16 13 1 6 - 
 

31 - 

Negra 
 

8 15 6 1 - 
 

23 1 

Total 
 

29 37 9 14 3 
 

82 1 
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Tabela 10. Frequências haplotípicas para as regiões D-loop e ND5 do mtDNA nas oito fazendas 
estudadas. 

    Frequência Haplotípica por Fazenda 

Região do mtDNA   D-loop   ND5 

Fazenda / Haplótipo   H1 H2 H3 H4 H5   H1 H2 

A   - 1 - - -   3 - 

B   3 1 2 - -   5 - 

C   1 - 1 2 -   2 - 

D   2 5 - 4 -   8 - 

E   2 3 1 2 -   6 - 

F   18 12 3 6 3   40 - 

G   3 10 - - -   11 1 

H   - 5 2 - -   7 - 

Total   29 37 9 14 3   82 1 
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Tabela 11. Parâmetros da variabilidade para a região D-loop e o gene ND5 do mtDNA dentro 
das variedades de ovino Morada Nova. 

 

 

 D-loop 

 

ND5 

Parâmetros OMN_V OMN_B OMN_N OMN_V OMN_B OMN_N 

No de indivíduos 26 36 30 28 31 24 

No de haplótipos 5 4 5  1 1 2 
No de sítios 

polimórficos 
6 5 5  0 0 1 

Diversidade 
haplotípica (Hd) 

0,782 
(0,042) 

0,662 
(0,041) 

0,660 
(0,057) 

 0 0 
0,083 

(0,075) 
Diversidade 

nucleotídica (π) 
0,00432 

(0,00044) 
0,00395 

(0,00017) 
0,00436 

(0,00028) 
 0 0 

0,00019 
(0,00017) 
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Figura 6. Rede Median-Joining (MJ) gerada a partir de 460 pb da região controle (D-
loop) do DNA mitocondrial por meio do programa Network. Os círculos dos haplótipos 
possuem tamanho proporcional a sua frequência e os números em vermelho 
representam a posição das mutações que diferenciam cada haplótipo. 
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