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DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULACOES DAS
VARIEDADES DE OVINOS MORADA NOVA COM MARCADORES
MICROSSATELITES E MITOCONDRIAIS

FERREIRA, Joélima Santuza Brito. Diversidade genética e estrutura de populacoes das
variedades de ovinos Morada Nova com marcadores microssatélites e mitocondriais.
2012.44f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Animal: Caracterizacdo, Conservacdo e
Melhoramento Genético de Recursos Locais) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

(UFERSA), Mossor6-RN, 2012.

RESUMO O objetivo desse trabalho foi analisar a diversidade genética e estrutura de populagio
das variedades Branca (N=40), Vermelha (N=32) e Negra (31) da raca ovina Morada Nova, em
rebanhos do semiarido nordestino Brasileiro através do uso de 17 marcadores nucleares
microssatélites e duas regides do DNA mitocondrial (mtDNA), o gene NDS5 e a regido controle (D-
loop). A andlise da variabilidade intrapopulacional demonstrou que a variedade Branca apresentou
maiores valores de diversidade, enquanto a Vermelha apresentou os menores valores. A andlise
bayesiana para avaliar a estrutura genética populacional permitiu diferenciar entre as variedades
Branca, Vermelha e Negra e uma tendéncia de subestruturacido relacionada aos rebanhos da
variedade Branca. Os resultados das Andlises de Variancia Molecular (AMOV A) evidenciaram que
a maior estruturacdo genética foi observada quando se compararam rebanhos ao invés de
variedades (8,59% versus 6,64% da variacdo total observada, P < 0,001). Tanto a andlise de
Coordenadas Principais como o dendrograma, por meio da distincia genética Dtl, mostraram a
formagdo de dois grupos principais, um composto por individuos brancos e outro por individuos
vermelhos e Negros. Seis haplétipos foram encontrados para regido D-loop e dois para o gene
ND5. Um haplétipo exclusivo para variedade vermelha e outro para variedade Negra foram
encontrados na regido D-loop e um haplétipo exclusivo para variedade Negra no gene NDS5, mas as
frequéncias destes foram baixas e, portanto existe necessidade de validacdo adicional. Os
resultados obtidos refor¢cam a existéncia de diferencas significativas entre as variedades Vermelha e
Branca da raca e poderdo ser utilizados para o aperfeicoamento de programas de conservacao e uso
de recursos genéticos.

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



GENETIC DIVERSITY AND POPULATION STRUCTURE OF THE VARIETY
OF SHEEP MORADA NOVA WITH MICROSATELLITE MARKERS AND
MITOCHONDRIAL

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
Local Resources - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré-RN,
2012.

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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CAPITULO 1

1. REFERENCIAL TEORICO

A evolugdo dos animais domésticos tem sido moldada pelo homem ao longo das
geragOes, bem como, a expansdo das espécies seguiu a rota migratdria e o estabelecimento
do ser humano nas mais diversas regides. Assim sendo, quando a América foi colonizada,
as racas Ibéricas (incluindo ovinos e caprinos), foram trazidas pelos portugueses e
espanhdis (Egito et al., 2002). Paiva (2005a) examinando haplétipos de DNA mitocondrial
(mtDNA) em racas ovinas naturalizadas e comerciais no Brasil, observou que todas as
racas naturalizadas estudadas (Santa Inés, Bergamdicia, Rabo Largo, Morada Nova,
Somalis e Crioula Lanada) foram relacionadas aos haplétipos do tipo Europeu,
confirmando com isso tais acontecimentos histéricos.

No Brasil, com sua dimensdo continental e enorme variedade de ecossistemas, as
diferentes espécies de animais domésticos trazidos pelos primeiros colonos comecaram a
se estabelecer. Através de séculos de selecao natural, esses animais fixaram caracteristicas
de adaptacdo especificas para o nicho ecoldgico 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 sao
criados. A cultura industrial criada durante este periodo influenciou tanto o ambiente no
qual os animais eram criados como o aumento da intensidade de producdo e as
consequéncias disto incluiam alteragdes nos sistemas de produgdo e das racgas utilizadas
(MacManus et al., 2011). No Brasil, a busca por ragas mais produtivas fez com que
houvessem importagdes de racas consideradas exoéticas, que embora fossem altamente
produtivas haviam sido selecionadas em regides de clima temperado. Estas racas, por
cruzamentos absorventes, causaram uma rapida substituicdo e erosdo nas ragas locais, as
quais apresentam niveis de produ¢d@o mais baixos mas distinguem-se destas por estarem
totalmente adaptadas aos tropicos, onde sofreram uma longa selecao 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 Agropecudria (Embrapa) decidiu incluir a conservacao dos recursos



genéticos animais em seu programa de pesquisa Conservacao e Utilizacdo dos Recursos
Genéticos, que, até entdo, tinha contemplado apenas plantas (Mariante e Egito, 2002).

No ano de 2007 a Embrapa Caprinos e Ovinos, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, a Associa¢do Brasileira dos Criadores de Ovinos da Raca Morada Nova
(ABMOVA) e outras instituicdes de pesquisa € ensino iniciaram o projeto de pesquisa e
desenvolvimento intitulado "Nucleo de Conservacao e Melhoramento Genético da Racga
Morada Nova" e no ano de 2008 aprovaram um outro projeto entitulado "Caracterizacdo e
bases para o melhoramento genético de ovinos da ragca Morada Nova".

O interesse por este grupo genético foi despertado a partir da conscientizagdo de
sua ameaca de extingdo (Mariante et al., 2003) bem como pelo conhecimento de sua
adaptacdo as regides semidridas. Santos et al.(2006) e Ribeiro et al.(2008) verificaram alta
capacidade fisiolégica dos ovinos Morada Nova de manter a homeotermia em ambiente
quente. Villaroel e Fernandes (2000) observaram, para esta raca, um desempenho
reprodutivo e prolificidade superior a outras ragas de ovinos deslanados do nordeste do
Brasil.

A Associagdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO, 2012) reconhece a
existéncia de duas variedades da racga, 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 raca Morada Nova.

-5‘4“‘:\\..-
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Figura 1. Fotografias de exemplares de variedades da Raca Morada Nova: A) Exemplar da
variedade Vermelha; B) Exemplar da Variedade Branca; C) Exemplar da provdvel

variedade Negra.

O Servico de Registro Genealdgico das Racas Ovinas (SRGRO), ndo reconhece a
variedade Negra como pertencente a raca Morada Nova. A impossibilidade de obtencao de

registro para os animais desta provavel variedade promove a restricdo de sua reproducdo.



Esses animais acabam por serem descartados dos rebanhos, sendo levados para o abate ou
comercializados a baixo preco para proprietdrios de rebanhos de ovinos SPRD (Sem
Padrao Racial Definido). Estudos em caracterizagdo, diversidade genética e estrutura de
populacdes estdo sendo realizados dentro dos projetos desenvolvidos para raca e irdo
auxiliar na resolu¢cdo desta problemdtica e ainda fornecer outras informagdes necessdrias
aos programas de conservagdo e melhoramento da racga.

Por muito tempo a caracterizagao de diferentes racas de animais domésticos no
Brasil foi baseada, quase exclusivamente, em dados fenotipicos (morfologia e producao)
(Mariante e Egito, 2002). Avancos da biologia molecular nas ultimas décadas trouxeram
consigo uma nova ferramenta de amplo campo de atuacdo que passou a ser utilizada nas
pesquisas relacionadas a conservacdo e melhoramento de recursos genéticos, oS
marcadores moleculares. Ferreira e Grattapalia (1998) definem-nos como qualquer
fenétipo molecular oriundo de um segmento especifico de DNA, correspondente a regides
expressas ou nao do genoma.

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis atualmente variam
quanto ao custo, facilidade de uso, habilidade de detectar diferencas entre individuos,
consisténcia e repetibilidade. Dentre esses marcadores, podem ser citados: Microssatélites,
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism - Longos Fragmentos Polimérficos de
Restricdo), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Fragmentos Polimorficos de
DNA Amplificados ao Acaso) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms - Polimorfismo
de Base individual). Os marcadores podem ser classificados quanto a sua localizacdo
(genoma mitocondrial ou nuclear) como marcadores mitocondriais ou nucleares.

O genoma mitocondrial, por apresentar caracteristicas Unicas, como DNA circular,
heranga materna e alta taxa de mutacdo, se tornou popular em estudos evolutivos e
filogenéticos, providenciando informagdes sobre estrutura de populagdes e fluxo génico,
hibridizacdo, biogeografia, e relagdes filogenéticas (Avise, 1986).

Polimorfismos observados no gene mitocondrial NADH Desidrogenase 5 (NDS)
mostraram-se eficientes para a diferenciacdo de animais da raca Crioula das variedades
Serrana (comum em Santa Catarina) e Fronteira (comum no Rio Grande do Sul),
variedades ainda ndo oficializadas (Gongalves et al., 2010). Tal estudo juntamente com o
estudo desenvolvido por Tserenbataa et al.(2004) apontaram a possibilidade da aplicacdo

do gene ND5 em estudos com as variedades de ovino Morada Nova.



A sequéncia da regido controle do genoma mitocondrial (D-loop) tem sido de
constante utilizacdo em estudos de diversidade genética de ovinos (Meadows et al.,2005;
Wang et al.,2007; Meadows et al.,2007; Pariset et al.,2011). Haplétipos especificos para as
variedades Branca e Vermelha da raga ovina Morada Nova foram encontrados por Paiva
(2005b) através do sequenciamento da regido 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 racas e variedade de racas. Podem ser definidos
como regides de DNA em que sequéncias de um a seis nucleotideos estdo presentes em
unidades repetitivas em todo genoma de eucariotos e que tendem a ocorrer em regides nao
codificantes. Além de serem tipicamente de natureza co-dominante, possuem alto
polimorfismo genético, riqueza de alelos por lécus e alta heterosigosidade (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Dorji et al. (2010) através de dados genotipicos de oito marcadores microssatélites
avaliaram a diversidade genética e as relacdes entre cinco populacdes de ovelhas butaneses
nativas. Niu et al. (2011) caracterizaram seis ragas ovinas chinesas com uso de 19
marcadores microssatélites. Liguiza (2007) analisou a diversidade genética de animais de
um nucleo de conservagdo da raca Santa Inés, localizado no Distrito Federal e em Goids, a
partir do uso de 13 l6cus de microssatélites localizados no cromossomo 20. Através do uso
de 19 marcadores microssatélites Paiva (2005b) estudando racas de ovinos exoticos e
localmente adaptados do Brasil, incluindo ovinos das variedades Branca e Vermelha da
raca 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 populagdo, bem como a existéncia de diferenca
significativa entre as variedades de ovinos da raca Morada Nova com base na utilizagao
conjunta de duas classes de marcadores (mitocondriais - gene NDS5 e regido controle D-
loop - e marcadores nucleares microssatélites). Os resultados deste estudo serdo de grande

importancia para os programas de conservagao e melhoramento dessa raga.
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Resumo. O objetivo desse trabalho foi analizar a diversidade genética e estrutura de
populacdo das variedades Branca (N=40), Vermelha (N=32) e Negra (31) da raca ovina
Morada Nova, em rebanhos do semiarido nordestino Brasileiro através do uso de 17
marcadores nucleares microssatélites e duas regides do DNA mitocondrial (mtDNA), o
gene NDS5 e a regiao controle (D-loop). A andlise da variabilidade intra-populacional
demonstrou que a variedade Branca apresentou maiores valores de diversidade,
enquanto a Vermelha apresentou os menores valores. A andlise bayesiana para avaliar a
estrutura genética populacional permitiu diferenciar entre as variedades
Branca,Vermelha e Negra e uma tendéncia de sub-estruturacio relacionada aos
rebanhos dos Estados da Paraiba e Ceara da variedade Branca. Os resultados das
Andlises de Variancia Molecular (AMOVA) evidenciaram que a maior estruturagao
genética foi observada quando se compararam rebanhos ao invés de variedades (8,59%
versus 6,64% da variacao total observada, P < 0,001). Tanto a andlise de Coordenadas
Principais como o dendrograma, por meio da distancia genética Dtl, mostraram a
formacao de dois grupos principais, um composto por individuos brancos e outro por
individuos vermelhos e Negros. Cinco haplétipos foram encontrados para regido D-loop
e dois para o gene ND5. Um haplétipo exclusivo para variedade vermelha foi
encontrado na regidao D-loop e um haplétipo exclusivo para variedade Negra no gene
NDS5, mas as frequéncias destes foram baixas e, portanto existe necessidade de
validacdo adicional. Os resultados obtidos reforcam a existéncia de diferencas
significativas entre as variedades Vermelha e Branca da raga e deverao ser utilizados
para o aperfeicoamento dos programas de conservacao e uso de recursos genéticos.

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

O Brasil possui diversas ragas de animais domésticos que se desenvolveram a partir de
racas trazidas pelos colonizadores portugueses, logo apds o descobrimento. Desde
entdo, as populagdes desses animais foram sendo selecionadas naturalmente, pelas
condic¢des climéticas locais, dando origem as ragas naturalizadas brasileiras, também
conhecidas como locais ou crioulas (Mariante et al., 2009). A cultura industrial criada
durante o século XX induziu a alteracdes nos sistemas de producdo e das racas
utilizadas nesses sistemas (MacManus et al., 2011). Racas consideradas exdticas,
altamente produtivas, mas selecionadas em regides de clima temperado, foram
importadas e por cruzamentos absorventes, causaram um rapida substitui¢do e erosao
das ragas 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 Agropecudria (Embrapa) decidiu incluir a conservacao dos recursos genéticos
animais em seu programa de pesquisa Conservacao e Utilizacdo dos Recursos
Genéticos, que, até entdo, tinha contemplado apenas plantas (Mariante e Egito, 2002).
No ano de 2007 a Embrapa Caprinos e Ovinos, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, a Associa¢do Brasileira dos Criadores de Ovinos da Raca Morada Nova
(ABMOVA) e outras institui¢des de pesquisa e ensino iniciaram o projeto de pesquisa e
desenvolvimento intitulado "Nucleo de Conservacao e Melhoramento Genético da Raga
Morada Nova" e no ano de 2008 aprovaram um outro projeto entitulado "Caracterizacao
e bases para o melhoramento genético de ovinos da ragca Morada Nova". O interesse por
este grupo genético foi despertado a partir da conscientizacao de sua ameaca de
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extin¢ao (Mariante el al., 2003) e pelo conhecimento de sua adaptacao as regioes
semidridas (Villaroel e Fernandes, 2000; Santos et al.,2006; Ribeiro et al., 2008).

A associacdo brasileira de criadores de ovinos (ARCO) reconhece a existéncia de duas
variedade da raca: 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 raca Morada Nova. O Servico de
Registro Genealdgico das Racas Ovinas (SRGRO) ndo reconhece essa variedade como
pertencente a raca e em consequéncia da auséncia de registro destes animais os
produtores rurais restringem sua reprodu¢do e muitas vezes optam pelo descarte.
Estudos realizados por Paiva (2005a) com a utilizac@o da regido D-loop e 19
marcadores microssatélites demonstraram que as variedades Branca e Vermelha da raca
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 nao incluiu a provavel variedade
Negra. Assim, o presente trabalho teve como objetivos principais validar em outros
rebalhos a diferenciacdo genética entre as variedades Vermelha e Branca da raca
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 METODOS
Coleta, processamento e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue de 103 individuos das variedades Vermelha,
Branca e Negra da raca ovina Morada Nova (Tabela 1), por meio de pun¢do venosa na
jugular, em tubos de 10 mL com vacuo, contendo anticoagulante 4cido etileno
diaminotetracetato de s6dio (EDTA). As amostras de sangue foram mantidas sob
refrigeracdo a (4 - 8 °C) até o processamento para separac¢do dos linfécitos.

O processamento de separacdo e armazenamento dos linfocitos seguiu as seguintes
etapas: a) Centrifugacao a 3000 rpm/10 minutos e posterior remoc¢ao do plasma
sanguineo; b) Adicao de soro fisioldgico e centrifugacdo a 3000 rpm/10 minutos
(procedimento repetido por trés vezes); ¢) Remoc¢ao da camada de linf6citos com pipeta
Pasteur e deposi¢cao em microtubos de 1,5 mL identificados; d) Armazenamento em
freezer a -20°C.

Extracao e quantificacao de DNA

O DNA foi extraido de linfécitos a partir de modificagdes de um protocolo nao organico
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.

Amplificacoes das regioes gendomicas e mitocondriais

Marcadores nucleares

Para as reagcdes de PCR foram selecionadas 17 loci microssatélites cujas condigdes de
amplificag¢des ja haviam sido padronizadas no LGA: D552, MAF214, MAF65,

OLADRB, OarAE129, OarFCB304, OarHH35, SPS113, ILSTS11, INRAOS, INRA3S,
INRAG63, INRABERN172, SRCRSPS, MCMS527, ILST87e OarCP49. As reacdes de PCR
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para os primers INRA63, INRABERN172 e MAF65 foram realizadas separadamente. Os
demais primers, para diminuir o nimero de rea¢gdes, foram distribuidos em 6
multiplexes de acordo com o tamanho do fragmento (pb) esperado para cada l6cus e o
tipo de florescéncia (Tabela 2).

Foi utilizado o Kit para PCR da Quiagen® (Qiagen Master Mix) conforme
recomendacdes do fabricante. Dessa maneira, as reacdes foram realizadas para um
volume final de SuL sendo compostas por 2,5 uL do PCR mix (50% do volume final),
0,5 uLL do QSolution (10% do volume final), 0,1 uL. de cada par de primer a 10 uM
(concentragdo de 0,2uM no volume final) e 1,5 uL. de DNA a 3 ng/uL (concentragdo de
0,9 ng no volume final). A quantidade de 4gua RNase-free na reacio variou com o
nimero de primers utilizado nos multiplex, sendo utilizada para completar o volume
final da reacdo.

As amplificagdes foram realizadas em termocicladores modelo Veriti® 96-well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o programa: 1 ciclo de 95°C por 15
minutos para ativagdo da enzima Taq DNA Polimerase; 36 ciclos compreendendo uma
desnaturac¢do inicial a 94°C por 30 minutos, anelamento a 57°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto; 1 ciclo a 72°C por 30 minutos para extensao final; 1
ciclo de 4°C para conservar o produto de PCR até serem retirados do termociclador.

Marcadores mitocondriais

As Reacdes 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 NDS5 e os primers mtCR-F2 (5'
AACTGCTTGACCGTACATAGTA 3'e mtCR-R1 (5'-
AGAAGGGTATAAAGCACCGCC-3") (Meadows et al, 2005) para a regido controle
ou D-loop.

Para a regido NDS as reagdes foram realizadas para um volume final de 10 uL seguindo
as seguintes condi¢des: 0,5uM de cada primer, 1,0 mM dNTP, 5,0mM MgCl,, 1U de
Taq DNA polimerase, 0,45 ng de DNA e tampao 1X (Tris-HCI, pH 8.4, 50mM KCl).
As amplificacdes foram realizadas em termocicladores modelo Veriti® 96-well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o programa: ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, 36 ciclos de desnaturacio a 95°C por 1 minuto,
anelamento dos primers a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos, e uma extensao final dos produtos a 72°C por 4 minutos.

As reagdes para amplificacdo da regido D-loop foram realizadas para um volume de 10
puL seguindo as seguintes condi¢des: 0,1uM de cada primer, 0,15 mM de dNTP, 2,0
mM de MgCl,, 0,5U de Taq DNA polimerase , 0,45 ng de DNA e tampao 1X (Tris-
HCI, pH 8.4, 50mM KCI). O programa utilizado no termociclador seguiu o seguinte
protocolo: ciclo inicial de desnaturagdo a 96°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacao
a 94°C por 1 minuto, anelamento dos primers a 52°C por 1 minuto e 30 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e uma extensao final dos produtos a 72°C
por 20 minutos.

Obtencao de dados brutos dos microssatélites e das sequéncias de mtDNA
Para realizacdo da genotipagem dos microssatélites foi utilizado a eletroforese capilar

em sequenciador automético modelo ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). O sequenciamento das regides mitocondriais foi realizado com o uso de
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eletroforese capilar em seqiienciador modelo ABI 3730 DNA Analyzer® (Applied
Biosystems).

Analises 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 identificacdo 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 [écus e populacio, os nimero efetivo de
alelos (Ng), o numero médio de alelos (Vy), heterozigosidade esperada (Hg),
heterozigosidade observada (H ) e conteudo de informagdes polimorficas (PIC).
Também foram calculadas para cada l6cus e populagdo as estatisticas F de Wright (Fis,
Fire Fsr) (Weir e Cockerhan, 1984), bem como o teste de significancia de Fjs com o
uso do programa Fstat v. 2.9.3.2 (Goudet, 2002). A avaliacdo da existéncia de
Equilibrio de Hardy-Weinberg dentro dos loci e populag¢des analisadas foi realizada
com o programa Genepop v.4.0.10 (Rwymond e Rousset, 1995).

Para andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi calculada a distancia genética Dtl
(Tomiuk et al., 1998) baseada nas frequéncias genotipicas com o Molkin v.3.0
(Gutiérrez et al., 2005) entre cada par de individuos. Esta distancia foi inserida no
GenAlex (Peakall et al., 2006), substituindo a distancia genética calculada com o
mesmo para realizacdo da PCoA. A matriz obtida a partir da distancia Dtl foi utilizada
no software SplitsTree v. 4.12.3 (Huson e Bryant, 2006) para constru¢cao 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
nimero mais provavel de populacdes em que os gendtipos analisados das variedades em
estudo poderiam ser distribuidos. O programa estima o logaritmo natural da
probabilidade que um dado gendtipo X seja membro de uma determinada populagdo K,
ou seja, K: In P (X/K). Foram estimadas as probabilidades para valores de K de 1-18. A
consisténcia dos resultados foi avaliada utilizando para cada K, cinco repeti¢des a partir
de 100.000 iteracdes para a etapa de burn-in e 400.000 iteragdes das Cadeias de Markov
e Simulacdes de Monte Carlo (MCMC). Os loci MAF214, OLADRB, OarAE129 e
MAF214 foram excluidos da andlise do nimero mais provavel de populacdes por néo
estarem em equilibrio de Hardy Weinberg(EHW) para a maioria das variedades em estudo.

A quantificacdo da estrutura de populagdes foi realizada por meio da andlise de
variancia molecular (AMOVA). Trés diferentes contrastes foram testados com o uso do
programa Arlequin v.3.1 (Excoffier et al., 2006): Contraste I: os individuos foram
separados por rebanhos (n=8); Contraste II: os individuos foram agrupados por estado
(N=3); Contraste III: os individuos foram agrupados por variedade (N=3).

Marcadores mitocondriais
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As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas com auxilio do programa SeqScape®
versao 2.7 (Applied Biosystems) utilizando com referéncia a sequéncia [AF010406]
(Hiendleder et al., 1998). Apés a edicao, utilizou-se o programa MEGA versao 5.05
(Tamura et al., 2011) para alinhamento das sequéncias obtidas com as sequéncias do
GenBank (Tabela 3) e também para producdo dos arquivos de entrada para calculos de
diversidade das sequéncias.

Por meio do programa DNAsp versdo 5 (Librado e Rozas, 2009) foram calculados,
para cada variedade e regido do mtDNA em estudo , os seguintes parametros de
variabilidade: ndmero de sitios polimérficos, nimero de haplétipos, cdlculo de
diversidade haplotipica e de diversidade nucleotidica.

A relacdo entre o nimero de haplétipos gerados e os haplétipos encontrados na raga
brasileira Somali foi analisada através da construcao de uma rede haplotipica pelo
programa Network versdo 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
Amplificacdo

Os dados brutos dos loci OarCPA49 e o ILSTS87 nao apresentaram qualidade suficiente
na declaragdo dos alelos (genotipagem) e por isso foram excluidos das anélises. Deste
modo, foram utilizadas nas andlises as informacdes de genotipagem de 103 individuos
de ovinos Morada Nova para 15 loci microssatélites (D552, MAF214, MAF65,
OLADRB, OarAE129, OarFCB304, OarHH35, SPS113, ILSTS11, INRAOS, INRA3S,
INRA63, INRABERN172, SRCRSPS5, MCMS527).

Variagdo intra e inter-populacional

Foram detectados 81 alelos a partir dos 15 loci analisados para as trés variedades da
raca ovina Morada Nova em estudo, todos os loci foram polimérficos (Tabela 4). O
nimero de alelos observado por ldcus variou de dois para MAF214 a oito para
OLADRB. Para o nimero médio de alelos a variacdo foi de 2 (MAF214) a 6,667
(OLADRB e OARHH35), com média de 2,794. A média observada para conteido de
informacdes polimoérficas (PIC) foi de 58,64% e os loci D5S2(40,46) e
OLADRB(78,21) apresentaram os menores € 0s maiores valores respectivamente.

Dos 15 loci analisados, 12 apresentaram valores de Hp menores do que de Hg. O menor
valor de Hy 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 indices de diversidade genética calculados, seguida da variedade Negra (Tabela
5). O desequilibrio entre a Hp e a Hg foi causada por uma deficiéncia significativa de
heterozigotos em cada l6cus como confirmado pelo teste de significancia do Fis(Tabela
6). Os valores médios para Fr, Fsy e Fjs foram respectivamente 18,5 ,7 ¢ 12,4 %.
Dentro das andlises inter-populacionais pode-se observar que 0s primeiros trés
componentes da andlise das coordenadas principais explicaram 62,67% da variacao
entre as variedades de Morada Nova em estudo, sendo que o primeiro, o segundo € o
terceiro componente corresponderam respectivamente a 27,93%, 18,86% e 15,88% da
variacgdo total. A partir da representacdo do PCoA (Figura 1) podemos observar a
existéncia de dois grupos bem definidos, um correspondente a variedade Branca e outro
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a variedade Vermelha. Os individuos que representavam a variedade Negra ficaram
dispersos entre os individuos da variedade Branca e principalmente da variedade
Vermelha.

Um dendrograma individual baseado no método de UPGMA (Figura 2) foi construido
utilizando a estimativa da distancia Dtl. A partir do dendrograma foi possivel visualizar
dois grupos principais, um formado principalmente por individuos da variedade Branca
e outro formado por individuos das variedades Vermelha e "Negra", com algumas
excecoes. Esses resultados corroboram os obtidos na anélise de PCoA (Andlise de
Coordenadas Principais).

Estrutura populacional

Os testes estatisticos realizados, utilizando a AMOVA, para o estudo da distribui¢do da
estrutura populacional mostraram os valores de Fsr 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 andlise realizada com software Structure parti da existéncia de quatro populacdes
subdivididas nas trés variedades estudadas (Figura 3), entretanto, a distribuicao das
populacdes conforme a estrutura genética para k= 2, 3 também € descrita neste trabalho
(Figura 4).

Considerado K=2 verificamos um grupo formado pela variedade Branca e outro pelas
variedades Vermelha e Negra. As trés variedades de Morada Nova (Vermelha, Branca e
Negra) que representam as trés populacdes neste estudo se agruparam em diferentes
clusters para K=3 mostrando que apenas uma pequena propor¢ado dos individuos de
cada variedade encontra-se miscigenada, uma vez que as trés variedades estao
compartilhando alelos. Uma sub-estruturacao dentro da variedade Branca, entre os
animais dos Estados da Paraiba e Ceara foi observada com K=4(Figura 5).

Marcadores mitocondriais

Apos a edicdo das sequéncias foram obtidos 524 pares de base da regido controle (D-
loop) correspondentes a posicao 16094 a 16616 do mtDNA de Ovis aries [AF010406] e
dentro do mesmo foi identificada a presenca de 8 SNPs, sendo todos caracterizados
como transicdo, uma delecdo e cinco haplétipos distintos (Tabela 8). O haplétipo mais
frequente foi o H1, os haplétipos H2 e H4 foram exclusivos da raga morada Nova, ndo
sendo verificado em sequéncias publicadas no GenBank. Com relacdo as variedades, o
haplétipo HS foi o tnico especifico para variedade Vermelha, no entanto apresentou
baixa frequéncia (0,033) na amostragem geral e os individuos que o representam sao
pertencentes a mesma fazenda (FF-PB), esse haplétipo também foi encontrado em
racas Ibéricas(Bordaleira E.D.M., Alcarrefia e Lacaune) (Pedrosa et al., 2007). As
frequéncias haplotipicas por variedade e por fazenda estdo descritas nas Tabelas 9 e 10.
Analisando um fragmento de 460 pb em conjunto com sequéncias da raca brasileira
Somali disponiveis no GenBank verificamos, nas sequéncias deste estudo, a existéncia
de trés haplotipos correspondentes ao haplétipos H9, H11 e H12 identificados por
Paiva et al. (2011) na raga Somali.

A regido D-loop sequenciada apresentou valor de diversidade haplotipica (Hd) igual a
0,721 (£ 0,025) e diversidade nucleotidica () igual a 0,00349 (+ 0,00012). Entre as
variedades estudadas a diversidade Hd e # 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(x 0,00017; variedade Branca)(Tabela 11).
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Para o fragmento correspondente a regido ND35 foram obtidos, apds a edicdo, 435 pares
de base e identificado um SNP, do tipo transicao, e dois haplétipos. A regido estéd
localizada entre as posi¢des 11846-12281 da sequéncia do mtDNA completo de Ovis
aries (GenBank:AF010406) (Hiendleder et al., 1998). As sequéncias dessa regido que
se agruparam no haplétipo H1sdo idénticas a sequéncia de O. aries| AF010406]. Apenas
um individuo da variedade Negra da fazenda G - RN foi agrupado no haplétipo H2. O
haplétipo H2 diferiu do H1 apenas em um par de base (T/C) na posicaol 1883 do
mtDNA de O. aries.

Os valores de diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica(r) para regido NDS5 foram
respectivamente 0,024(£ 0,023) e 0,00006(x 0,00005). Para as variedades Vermelha e
Branca os valores de Hd e 7 foram iguais a zero e para variedade Negra foram
respectivamente de 0,083(% 0,075) e 0,00019(£ 0,00017)(Tabela 11).

DISCUSSAO

O principio bésico da conservagao de racas e suas variedades € a manutengao da
méxima variabilidade genética de forma a garantir uma exploracdo sustentdavel de longo
prazo (MacManus et al., 2011), principalmente frente as mudangas climdticas previstas
(Fiore et al., 2012).

Estudos de racas ovinas localmente adaptadas a diferente regides no Mundo e a
descricdo de suas combinagdes genéticas Unicas por meio de ferramentas moleculares
(Dalvit et el., 2009; Qwabe ¢ Marle-Koster, 2012) tem sido utilizadas como forma de
orientagcdo para tomada decisdo em programa de conservacao, na formacao, inclusao
e/ou exclusao de grupos genéticos em bancos de germoplasma. O uso dos resultados
dos marcadores genéticos serve ndo apenas para prever a "'melhor" estratégia de
acasalamento para criacdo de animais, mas também para individualizar a gestao dos
animais (MacManus et al., 2011).

Para estes tipos de estudos relacionados a conservacao e melhoramento de recursos
genéticos tém sido utilizados a andlise de diferentes classes de marcadores moleculares
(Cinkulov et al., 2008; Pariset et al., 2011).

Esse procedimento € importante, pois cada marcador possui um tipo de informacgao
genética diferente. Segundo Paiva et al. (2011) a utilizacdo de apenas uma classe de
marcador (em geral, microssatélites) para auxiliar politicas de conservacao e manejo
ndo € desejavel, pois ndao fornecem todas as informacgdes genéticas.

Deste modo, alguns trabalhos envolvendo a raga Morada Nova foram desenvolvidos
com o uso de marcadores RFLP (Paiva et al., 2005¢), RAPD (Paiva et al., 2005b),
microssatélites e mtDNA (Paiva et al., 2005a).

Neste ultimo trabalho, Paiva e colaboradores (2005a) observaram a diferenciacio entre
as variedades Branca e vermelha da raga ovina Morada através mtDNA, fato que foi
reafirmado neste estudo, e que justifica a manuten¢ao de bancos de germoplasma
distintos para estas as duas variedades.

A constatacdo da existéncia de dois grupos dentro da variedade Branca, um do Estado
do Cear4 e outro da Paraiba (K=4) chama a atencao para inclusio de animais da fazenda
F do Estado da Paraiba em nucleos de conservacdo, uma vez que, os individuos das
fazendas D e E do Cear4 ja sao oriundos de nticleos de conservagdo da raga existentes.
Com relacdo a variedade Negra, os resultados das andlises do Structure, da andlise de
coordenas principais e arvore filogenética pelo método UPGMA apontam para
validacdo da hipétese de que os ovinos de colora¢ao negra sao um subgrupo da
variedade Vermelha. Entretanto, este sub-grupo apresenta combinacdes genéticas
exclusivas. Portanto, mais estudos sdo necessarios com estes animais de coloracdo de
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pelame negra, visto que existe uma forte selecao contra estes animais, pois nao sao
reconhecidos pela ARCO como pertencentes a raca Morada Nova.

Entre os produtores a coloracao negra em ovinos Morada Nova é reconhecida como
uma caracteristica recessiva, pois apesar da intensa sele¢io contra esta caracteristica, ela
volta a aparecer na populacdo a partir do acasalamento entre individuos da variedade
Vermelha.

A cor do pelame dos mamiferos depende fundamentalmente da propor¢do entre dois
pigmentos: a eumelanina e a feomelanina. A producao destes pigmentos € controlada
pelos loci Extension (E), que corresponde ao gene MCI1R , e pelo Agouti (A), que
corresponde ao gene ASIP. Em alguns mamiferos, o 16cus extensao mostra efeito
epistatico sobre o 16cus Agouti. Alelos dominantes neste 16cus sdo responsdveis pela cor
negra da pelagem. Mutagdes em outro gene o TYRP1 também foram associadas com
variacdo de cor em uma série de mamiferos domésticos incluindo bovinos (Berryere et
al,.2003).

Noriis e Whan, 2008 observaram que uma duplicacao em tandem de 190-kb envolvendo
as regides codificantes do gene ovino ASIP, regido codificante AHCY e a regido
promotora ITCH € a causa genética da cor branca dominante da ovelha. Portanto
observa-se que varios estudos estdo sendo realizados para elucidar o estudo da cor da
pelagem de ovinos e estes individuos negros estudados neste trabalho estdo sendo
excluidos por nao serem enquadrados na raca Morada Nova.

Com relacao a andlise mitocondrial dois haplétipos especificos da regido D-loop (H2 e
H4) foram identificados nos ovinos Morada Nova desta andlise.Esta informacao pode
auxiliar no monitoramento de familias dentro dos rebanhos amostrados de forma que a
maxima variabilidade genética seja mantida. A regido NDS5 analizada neste trabalho nao
foi eficiente na andlise da diversidade genética das variedades de Morada Nova em
estudo.

CONCLUSAO

1. A diferenciacdo genética, entre as variedades Branca e Vermelha da Morada Nova, é
significativa. Portanto, elas podem ser consideradas grupos genéticos distintos;

2. A variedade Negra € um subgrupo da variedade Vermelha e deve ser inserido nos
programas de conservagdo da raca Morada Nova;

3. A variedade Branca se apresenta subestruturada em dois grupos, um formado pelos
individuos do Estado do Cearé e outro pelos individuos da Paraiba;

4. Os dois haplétipos exclusivos do ovino Morada Nova encontrados na regiao D-loop
podem ser utilizados no monitoramento de familias dentro dos rebanhos;

5. A regido do Gene ND5 sequénciada nesse trabalho nao foi eficiente no estudos de
diversidade entre as variedades dos ovinos Morada Nova.
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Tabela 1. Numero de amostras conforme a fazenda, estado onde foi coletado e variedade da

raga.
Posicionamento

Fazenda Geogrifico Estado OMN_V OMN_B OMN_N T
\ P T .

B 322322(2)3\, CE 04 - 02 06

¢ WS & - T
b dmas ” I
P " T ®

F 3?:,;;23{ %V PB 20 19 08 47
T - VR

W SEms T v
Total 32 40 31 103

OMN_V = Variedade Vermelha; OMN_B = Variedade Branca; e OMN_N = Variedade Negra; T =

nimero total de animais coletados; *=Fazenda experimental representante de um nicleo de conservacao.
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Tabela 2. Nome dos loci, cromossomo (Cr.), sequéncia dos primers (F: forward e R:
reverse), tamanho observado dos alelos (To), multiplex (M) e Referéncia.

Loci Cr. Sequéncia (5' - 3") To (pb) M Referéncia
F:tactcgtagggcaggctgectg i Hoffmann et al.,
D552 > R:gagacctcagggttggtgatcag 181-192 A (2004)
F:aatgcaggagatctgaggcagggacg Buchanan e
* -
MAF214 16 R:gggtgatcttagggaggttttggagg 185-188 B Crawford,(1992)
F:tgtgcagcggcgaggtgag i Schwaiger et al.,
OLADRB 20 R:cgtacccagagaktgagtgaagtatc 265281 A (1993)
F:aaaggccagagtatgcaattggag Buchanan et
* - -
MAF65 15 R:ccactectectgagaatataacatg 121-134 al.,(1991)
INRAOS jo Freucaggeataccetacaccacatg 124-145 B Vaiman et al., (1994b)
R:aaatattagccaactgaaaactggg
F:aatccagtgtgtgaaagactaatccag
* -
OarAE129 > R:gtagatcaagatatagaatatttttcaacacc 132-147 C Penty etal,, (1993)
F:cctccacacaggcttetetgactt Hoffmann et al.,
SPSTL3 10 R:cctaacttgcttgagttattgcce 230-245 D (2004)
F:ccctaggagctttcaataaagaatcgg Buchanan e
* -
OarFCB304 19 R:cgctgetgetgtcaactgggtcaggg 160-184 D Crawford,(1991)
F:gcttgctacatggaaagtgc Brezinsky et al.,
* -
ILSTSIT ? R:ctaaaatgcagagccctacc 266-281  E (1993b)
F:atcctttgcagectccacattg De Gotari et al.,
INRA3S 12 R:ttgtgctttatgacactatccg 114-131 B (1997)
F:atttgcacaagctaaatctaacc De Gotari et al.,
* - -
INRAG3 14 R:aaaccacagaaatgcttggaag 152-172 (1997)
OarHH35 4 Fraatgeattcaglatettaacatctgge 109-133 F Henry et al.,(1993)
R:atgaaaatataaagagaatgaaccacacgg
SRCRSPS* 18 I -ggacielaccaactgagclacaag 145-152  F Maddox et al..(2000)
R:tgaaatgaagctaaagcaatgc
MCM527 5 [Figtecatigectcaaatcaatic 161-178 F Hulme et al. (1994)
R:aaaccacttgactactccccaa
INRABERN172 22 F:ccacttcectgtatectect 145-167 - Saitbekova et al.,

R:ggtgcteccattgtgtagac

(1999)

OarCP49

17

F:cagacacggcttagcaactaaacgc
R:gtggggatgaatattccticataagg

C

Ede et al., (1995)

ILSTS87

6

F:agcagacatgatgactcagc
R:ctgcctcttttcttgagag

D

Kemp et al.,(1995)

*Loci recomendados pela FAO para estudos de caracterizacio genética em ovinos (FAO, 2011).
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Tabela 3. Numero de acesso das sequéncias de Ovis aries obtidas no GenBank para
andlises comparativas com o grupo Ovino Morada Nova. Os haplétipos (H) descritos
correspondem aos identificados nas amostras de Morada Nova analisadas neste estudo
em negrito, estdo os haplétipos comuns entre os identificados neste trabalho e os da raca
brasileira Somali obtidos a partir da andlise de 460 pb e descritos na andlise do

Network.

Acesso Raca Origem H Referéncia
DQ791076.1 Churra Regido Ibérica HI1 Pedrosa et al., 2007
DQ791074.1 Rasa Aragonesa Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791050.1 Rasa Aragonesa Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791049.1 Manchega Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791033.1  Churra Ga. Braganca  Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791030.1  Merino de Grazalema Regido Ibérica HI1 Pedrosa et al., 2007
DQ791020.1 Manchega Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791010.1 Ojalada Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791009.1 Alcarrena Regido Ibérica HI1  Pedrosa et al., 2007
DQ791006.1  Churra Ga. Braganca  Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791005.1 Montesina Regido Ibérica HI1  Pedrosa et al., 2007
DQ791004.1 Rasa Aragonesa Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ791002.1 Manchega Regido Ibérica H1  Pedrosa et al., 2007
DQ790910.1 Merino Preto Regido Ibérica HI1 Pedrosa et al., 2007
DQ791166.1 Ojalada Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ791161.1 Castellana Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ791160.1 Castellana Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ791135.1 Castellana Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ791061.1 Bordaleira E.D.M. Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ790934.1 Merino Branco Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
DQ790918.1 Merino Preto Regido Ibérica H3  Pedrosa et al., 2007
JQ286338.1 Rambouillet Regido Ibérica H3 Nao publicado
DQ791183.1 Bordaleira E.D.M. Regido Ibérica H5  Pedrosa et al., 2007
DQ791170.1 Alcarrefia Regido Ibérica HS5  Pedrosa et al., 2007
DQ791169.1 Lacaune Regido Ibérica H5  Pedrosa et al., 2007
DQ791168.1 Bordaleira E.D.M. Regido 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
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Tabela 4. Estimativa por 16cus de diversidade genética para os 15 loci de
microssatélites estudados em trés variedades de ovinos Morada Nova.

Loci Nr Ny N H, Hy PIC%) Fy Fg Fi  C°‘EHW
D5S2 3 2333 1955 043 0483 4046 0,130 -0,004 0131 1
OLADRB 8 6,667 4282 0688 0,752 7821 0,175 0,073 0,154%*
OarAEI29 4 4 2,116 0263 0498 52,73 0602 00245 0,567**
OarFCB304 7 5333 3297 0,68 0,691 66,66 0043 0000 0043 -
SPS113 7 6333 3,662 0663 0,723 72,08 0,140 0,044 0,127+ -
INRAOS 6 4,667 1,926 0381 0411 4557 0225 0,158 0,182%% -
INRABERNI72 6 5 1,827 0394 0427 4048 0,118 0,021 0,112 1
MAF65 5 4333 3575 0,703 0,698 70,67 0088 0067 0068 1
INRA35 5 5 2617 0646 0618 6046 0,000 0,031 -001 -
ILSTSII 4 4 2577 052 0588 5858 0,206 0,073 0,186%*
MAF214 2 2 1,823 0266 0446 3641 0443 0,104 0423%% 2
INRAG3 7 4,667 3,048 0616 0659 63,04 0,116 0,035 0,105% -
OarHH35 7 6,667 3395 074 0702 7422 0,095 0,123 0057 -
SRCRSP5 3 3 21164 0351 0521 4844 0375 0,027 0369%% 2
MCM527 7 5333 3,65 0,646 0722 71,54 0,153 0,039 0,142%*
Total 54 4,622 2,794 0,533 0,596 58,64 0,185 0,070 0,166%*

Nr= Numero total de alelos; Ny, = Numero médio de alelos; Nr= Numero efetivo de alelos; Hz=
Heterozigosidade Esperada; H, = Heterozigosidade observada; PIC = Contetido de informagdes
Polimérficas; Fs= indice de fixacdo dentro das populacdes; Fr= indice de fixacdo referente & populagdo
global; Fsr= coeficiente de parentesco entre individuos de populagdes diferentes; EHW = Nimero das
variedades estudadas que desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg (P = 0,05); * P = 0,05; ** P

= 0,01; *** P - 0,001.
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Tabela S. Estimativa de diversidade genética para as variedades de ovinos Morada Nova em

estudo através dos 15 loci de microssatélites.

Variedade N Num Ne Ho Hg PIC ‘EHW
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 = Numero de amostras utilizadas nas anélises; Ny, = Numero médio de alelos; Ny = Numero efetivo de

alelos; Hy = Heterozigosidade Esperada; H,= Heterozigosidade observada; PIC = Contetdo de

informagdes polimérficas; "EHW = Nimero de loci que desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg (P
= 0,05%); OMN_V = Variedade Vermelha; OMN_B = Variedade Branca; OMN_N = Variedade Negra.
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Figura 1. Representacdo bidimensional da Anélise de Coordenadas Principais (PCoA)
das trés variedades da raca 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 distancia Dtl,
com uso de 15 marcadores microssatrélites para verificacao da relagcdo entre as trés

variedades estudadas.
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Tabela 6. Estimativa do indice de fixacdo dentro das populacdes (FIS) nas trés variedades de
ovinos Morada Nova estudadas.

Loci OMN_B OMN_N OMN_V
D5S2 0,2 0,065 0,094
OLADRB 0,182% -0,099 0,193%*
OARAEI129 0,275% 0,546%** 0,534%%*
OARFCB -0,185 0,043 0,269*
SPS113 0,1 0,064 0,138
INRAO5 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%%%*
*P + 0,05 % P+ 0,01; *** P + 0,001.
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Figura 3. Estimativa do melhor K pela distancia estatistica DeltaK para as populacdes

inferidas com o programa Structure, que variou de K=1 a K=20, para as variedades

estudadas.
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Figura 4. Distribui¢do das proporcdes de cada individuo em cada cluster inferido pelo
Structure com k=2, 3 e 4 . As variedades estdo separadas pelas linhas Negras verticais.
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Figura 5. Distribui¢do das proporcdes de cada individuo em cada cluster inferido pelo Structure com k= 4. Cada individuo € representado por
uma barra vertical. Os nimeros entre paréntese indicam a variedade: 1= OMN_B; 2= OMN_N; 3= OMN_V.
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Tabela 7. Analise de variancia molecular (AMOVA) em diferentes niveis de estrutura das trés

variedades de ovinos Morada Nova estudadas.

Estrutura Fonte de variacao GL SQ Ccv %. de~ ST
variacdo
A1 Entre rebanhos 7 83,289 0,36685 Va 8,59
Anihse 0,08586*
Dentro dos rebanhos 198 773,391 3,90601 Vb 9141
Total 205 856,680 4,27287
A1 Entre Estados 2 25,798 0,13469 Va 3,19
Ani‘lhse 0,03186*
Dentro dos Estados 203 830,882 4,09301 Vb 96,81
Total 205 856,680 4,22771
Anilise Entre variedades 2 46,671 0,28368 Va 6,64 0,06638*
I Dentro das variedades 203 810,008  3,99019 Vb 93,36
Total 205 856,680 4,27387

GL=graus de liberdade; SQ= soma de quadrados; CV= componente de variagdo; Fsy=indice de fixa¢ao;

*P<0,001.
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Tabela 8. Hapl6tipos encontrados no sequenciamento da regido D-loop em 92 amostras,
sendo 36 animais da variedade Branca, 26 animais da variedade Vermelha e 30 animais

da variedade Negra.
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Tabela 9. Frequéncias haplotipicas para as regides D-loop e ND5 do mtDNA nas trés
variedades de ovinos Morada Nova estudadas.

Frequéncia Haplotipica na Populacio

Regido do mtDNA D-loop ND5
Variedade / Haplétipo HI H2 H3 H4 H5 H1 H2
Vermelha 5 9 2 3 28 -
Branca 16 13 1 - 31 -
Negra 8 15 6 1 - 23 1
Total 29 37 9 14 3 82 1
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Tabela 10. Frequéncias haplotipicas para as regides D-loop e ND5 do mtDNA nas oito fazendas
estudadas.

Frequéncia Haplotipica por Fazenda

Regido do mtDNA D-loop ND5
Fazenda / Haplétipo 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

37



Tabela 11. Parametros da variabilidade para a regiao D-loop e o gene ND5 do mtDNA dentro
das variedades de ovino Morada Nova.

D-loop ND5

Parametros OMN_V  OMN_B OMN_N OMN_V OMN_B OMN_N
N° de individuos 26 36 30 28 31 24
N° de haplétipos 5 4 5 1 1 2

N de sitios 6 5 5 0 0 1

polimérficos

Diversidade 0,782 0,662 0,660 0 0 0,083
haplotipica (Hd)  (0,042) (0,041) (0,057) (0,075)

Diversidade 0,00432 0,00395 0,00436 0 0 0,00019
nucleotidica ()  (0,00044) (0,00017)  (0,00028) (0,00017)
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Figura 6. Rede Median-Joining (MJ) gerada a partir de 460 pb da regido controle (D-
loop) do DNA mitocondrial por meio do programa Network. Os circulos dos haplétipos
possuem tamanho proporcional a sua frequéncia e os nimeros em vermelho
representam a posicdo das mutagdes que diferenciam cada haplétipo.
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Footnotes typed directly below the table should be indicated in lowercase superscript
letters. Tables that are to appear in the printed version must be saved in Word format
and not as figures, so that they can later be fitted during typesetting. Each table must be
saved and uploaded as a separate file.

h) Figures must be numbered consecutively using Arabic numerals. Images should be
in TIFF or JPEG format. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be
published. Only sequence data can be presented in Word format. Journal quality
reproduction will require grayscale resolution yielding 300 dpi, color figures should be
at 600 dpi. These resolutions refer to the output size of the file, that is the size in which
it will appear printed in the journal; if it is anticipated that images will be enlarged or
reduced, the resolutions should be adjusted accordingly. Figures composed of several
elements should be sent as a single panel, obeying the print size definitions of the
journal (single or two columns width). Scanned figures should not be submitted. Color
illustrations are accepted. Each figure/panel must be saved and uploaded as a separate
file. When uploading, identify each illustration by the first author name and the number
of the respective figure.

Figure legends must be included at the end of the main text file and should be typed on
a new page.

1) Nomenclature: Taxonomic names should be in accordance with current international
standards. For rules concerning gene names and gene symbols, please see separate
Instruction form.

j) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal
to or greater than 50 units must be entered into public databases and accession numbers
must be provided upon acceptance of the article. Failure to do so will inadvertently
delay publication.

k) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials
used for reported studies.

1) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a statement in
the text that the institutional review board approved the work and the protocol number
must be provided. For experiments involving human subjects, authors must also include
a statement that informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other
identifiable data are included, a copy of the signed consent must be uploaded during
manuscript submission.

m) Supplementary Material: Data that the authors consider of importance for
completeness of a study, but which are too extensive to be included in the published
version, can be submitted as Supplementary Material. At publication, this material will
be made available together with the electronic version. In case a manuscript contains
such material, it should be appropriately identified within the text file. Supplementary
material in tables should be identified as Table S1, Table S2, etc., in case of figures they
should be named accordingly, Figure S1, Figure S2. In addition, a list of this material
should be presented at the end of the manuscript text file, containing the following
statement:
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Supplementary material - the following online material is available for this article:

e Table SI1 — < short title >
e Figure S1 — < short title >

This material is available as part of the online article from http://www.scielo.br/gmb
3.2 Short Communications

Short Communications present brief observations that do not warrant full-length
articles. They should not be considered preliminary communications;

e should be 15 or fewer typed pages in double spaced 12-point type, including literature
cited;

e should include an Abstract;

¢ but no further subdivision, with introduction, material and methods, results and
discussion; all in a single section and without headers.

e up to four items (tables and/or figures) may be submitted;

Note: The title page, abstract and reference section format is that of a full-length
Research Article. For Supplementary Material see instructions in item 3.1.m.

3.3 Letters to the Editor
Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political,
social and ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles
Review Articles are welcome. The Editor should be contacted prior to submission.

3.5 Book Reviews
Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines,
for review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories
These are accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4. Articles accepted for publication

Once an article is accepted, the Editorial Office will send it to copy editor for language
and technical corrections. If major corrections were proposed, the manuscript with the
highlighted corrections will be returned to the corresponding author for approval. The
final version approved by the authors must be free of any text/correction markings when
returned to the Editorial Office.

After typesetting, page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made
to page proofs, apart from typesetting errors, will be charged to the authors. Notes
added in proof require Editorial approval.

Together with the proofs, a form of consent to publish and transfer of copyright is sent
to the corresponding other. The latter will have sign this form, also on behalf of any co-
authors, and send it by fax to the Editorial Office.

5. Reprints
Reprints are free of charge and will be provided as a pdf-file.
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