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RESUMO

PINTO, Isabella Silvestre Barreto. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2010. Certificagcdo genealdégica em Bovinos Gir Leiteiro por
meio de exame de paternidade pelo DNA. Orientador: Ricardo Frederico
Euclydes. Co-orientadores: Marco Antonio Machado e Rui da Silva
Verneque.

A Embrapa Gado de Leite e a ABCGIL vém desenvolvendo ha 25
anos o Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro — PNMGIL — que
tem como objetivo promover o melhoramento genético da raga Gir por meio
da selecao de touros geneticamente superiores, por meio de informagdes de
suas progénies. Para avaliagdo genética dos touros em teste de progénie
utiliza-se as informacdes das suas filhas, sendo importante a precisa
informacao de paternidade, uma vez que erros de identificacdo de filiacao
podem afetar o ganho genético. O objetivo deste trabalho foi utilizar
marcadores moleculares para verificar a genealogia de animais pertencentes
ao PNMGIL, verificar a frequéncia de erros de paternidade encontrada por
fazenda e touro analisados, a frequéncia dos alelos encontrados na
populagdo e a eficiéncia dos marcadores utilizados. Para isso foram
coletadas amostras de sangue de 303 filhas de 55 touros diferentes em 74
fazendas, sendo 15 fazendas criadoras de Gir puro e 59 criadoras de Gir x
Holandés. Foram analisados 11 marcadores pertencentes ao Kit StockMarks
for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing recomendados pela ISAG
(International Society of Animal Genetics) e cinco marcadores adicionais. Os
produtos de PCR foram analisados no sequenciador de DNA Megabace
1000, a analise dos fragmentos foi feita no software Fragment Profiler e os
valores de heterozigosidade esperada e observada, freqiéncia alélica e
numero de alelos foram calculados com o aplicativo POPGENE 1.32. Os
valores de PIC (conteudo polimérfico informativo) foram calculados no
programa PowerStats v1.2 e os valores das frequéncias de erros por
fazendas foram calculados no software SAS®. A exclusdo de paternidade foi
considerada quando os alelos de dois ou mais marcadores nao foram
compartilhados entre pai e filha. Foi encontrado um total de 18,15% de erros
de paternidade em todos os casos analisados. Erros de 19,28% e 17,73%
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foram encontrados nas fazendas de gado Gir e Gir x Holandés,
respectivamente. Analisando o numero de erros por touros foi encontrado
que 22 touros ndo apresentaram erros e 33 touros tiveram pelo menos um
erro de paternidade. Os touros com sémen mais difundido para inseminacao
das vacas apresentaram maior numero de erros, quando comparados aos
touros com sémen menos difundido. Os marcadores com maior numero de
alelos foram o ETHS3, 11-3 e 28-2 com 17 alelos cada um e o marcador com
menor numero foi o BM1824 com 9 alelos. As médias da heterozigosidade
esperada e observada dos marcadores foram de 0,7682 e de 0,7136,
respectivamente. O valor médio de PIC para todos os marcadores foi de
0,78, variando de 0,59 (ETH3) a 0,86 (28-2), valores que demonstram o alto
indice de polimorfismo dos marcadores. O poder de exclusdo combinado
para os marcadores utilizados no presente estudo foi maior que 99,99%,
mostrando que estes foram eficientes para realizacdo do teste de
paternidade mesmo nao sendo especificos para a populagdo analisada.
Utilizando-se marcadores mais informativos para a populagdo analisada
pode-se reduzir o numero de marcadores utilizados, o que podera diminuir o
custo dos testes de paternidade. Para isso, um painel especifico para

zebuinos deve ser elaborado.



ABSTRACT

PINTO, Isabella Silvestre Barreto. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
March 2010. Pedigree Certificate in Gir Breed Dairy Cattle Through
Paternity Testing DNA. Adviser: Ricardo Frederico Euclydes. Co-
Advisers: Marco Antonio Machado and Rui da Silva Verneque.

Embrapa Dairy has been developing for 25 years the National
Program for Improvement of Dairy Gir - PNMGIL - which aims to promote the
breeding Gir through the selection of top bulls. The program uses information
from progeny of bulls on test, it is important to have information on paternity,
since misidentification of membership can affect the genetic gain. This work
used molecular markers to verify the pedigree of animals belonging to
PNMGIL, check the frequency of paternity errors by farms and bull tested,
verify the frequency of alleles in the analyzed population and the efficiency of
markers used. Blood samples from 303 daughters were collected of 55 bulls
from 74 different farms, 15 farms Gir pure and 59 of Gir x Holstein. 11
markers belonging to Kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR
Typing and five additional markers recommended by ISAG (International
Society of Animal Genetics) were used. PCR products were analyzed on
DNA sequencer MegaBACE 1000. The analysis of the fragments was done
in the Fragment Profiler software and the application software POPGENE
1.32 was used to calculate observed and expected heterozygosity, allelic
frequency and number of alleles. PIC values were calculated in the program
PowerStats v1.2 and SAS ® software was used to estimate errors
frequencies per farms. Paternity exclusion was seen when two or more
markers were not shared between father and daughter. We found a total of
18.15% of paternity errors in all cases analyzed. Errors of 19.28% and
17.73% were found on Gir cattle farms and Gir x Holstein, respectively. The
55 tested bulls, in 22 were not errors observed and 33 presented at least one
error of paternity. The bulls with semen for insemination of more widespread
cows had a greater number of errors when compared to bulls with semen
less widespread. The markers with highest number of alleles were ETH3, 11-
3 and 28-2 with 17 alleles each and a marker with the lowest was the

BM1824 with 9 alleles. The mean expected and observed heterozygosity of

X



the markers were 0.7682 and 0.7136, respectively. The average PIC for all
markers was 0.78, ranging from 0.59 (ETH3) to 0.86 (28-2), values which
show high polymorphisms rate to markers. Combined power of exclusion for
the markers used in this study was higher than 99.99%, showing that they
were efficient to perform the paternity test while not specific to the population
studied. Using the most informative markers for the population tested can
reduce the number of markers used, which could reduce the cost of paternity

testing. For this, a specific panel for zebu must be prepared.
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1. INTRODUCAO

Existem em varios paises, distribuidos no mundo inteiro, programas
de melhoramento de bovinos de leite. A eficiéncia destes programas
depende principalmente da selecdo de touros, baseados em testes
realizados nas suas progénies. Com isso, 0 tempo esperado para se
alcancar o ganho genético desejado € menor, porque pode-se inseminar
varias vacas ao mesmo tempo com o sémen de um touro que esta em teste
(Ron et al,1996).

No Brasil, a Embrapa Gado de Leite ha 25 anos vem desenvolvendo o
Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro (PNMGL) junto com
associacbes e criadores que se tornaram parceiros € que somam
aproximadamente 400 fazendas colaboradoras contendo rebanhos de Gir e
Gir x Holandés (Verneque et al., 2008).

As avaliagbes a partir do teste de progénie devem ser obtidas
utilizando parentes préoximos como mae, irmas e filhas, uma vez que os
touros ndo expressam as caracteristicas para leite. O teste de progénie
consiste em comparar filhas de touros com suas companheiras de rebanho,
ou seja, as filhas de touros nascidas no mesmo rebanho, no mesmo ano e
na mesma estacdo. As diferencas entre os grupos de progénie séao
classificadas em diferengas genéticas entre touros, entre maes das
progénies, entre as filhas por causas aleatorias e diferengas de natureza néo
genética (Lopes, 2005).

A comprovacao da genealogia é fundamental para o sucesso de um
programa de melhoramento, e sua importancia tem aumentado com a
introdugdo de um numero cada vez maior de animais que participam desses
programas. A porcentagem de erros de genealogia ja foi descrita por alguns
autores, podendo variar de 4% (Gelderman et al., 1986) a 36% (Baron et al.,
2002). Estes erros causam falhas em programas de melhoramento podendo
interferir no ranking dos touros e prejudicar as comparagdes dos animais.
Para minimizar a ocorréncia de erros de paternidade, tém sido utilizados os
testes de DNA baseados nos marcadores microssatélites recomendados

pela ISAG (International Society of Animal Genetics).



Marcadores microssatélites tem sido muito usados para testes de
paternidade por serem altamente polimorficos, co-dominantes e abundantes
no genoma. Esses marcadores s&o facilmente identificados pela técnica de
PCR (polymerase chain reaction), que amplifica as sequéncias dos primers
aumentando o numero de vezes em que ele aparece. Trabalhos realizados
anteriormente por Ron et al (1996) e Gelderman et al (1986), entre outros
autores, indicam que a utilizacdo desses marcadores tem mostrado
resultados consideraveis e constituem importante ferramenta em programas

de melhoramento genético (Andreazza, 2006).



2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Realizar testes de paternidade em animais Gir e Gir x Holandés para

certificacéo de genealogia.

2.2 — Objetivos Especificos

Verificar a eficiéncia dos marcadores moleculares utilizados na
populacao analisada.

Calcular a frequéncia de erros de paternidade por touro avaliado.

Calcular a freqiéncia de erros de paternidade dentro das fazendas
criadoras de Gir Leiteiro e de Gir x Holandés, onde os animais foram
amostrados.

Verificar a frequéncia de erros de paternidade encontrados dentro das
fazendas classificadas como de alto nivel tecnoldgico (classe A).

Verificar a frequéncia de erros de paternidade encontrados dentro das
fazendas classificadas como de médio nivel tecnoldgico (classe B).

Calcular o coeficiente de endogamia dos touros avaliados.

Calcular o coeficiente de parentesco dos touros avaliados.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro (PNMGL)

No Brasil, o0 melhoramento genético para leite na raga Gir apresenta
duas importantes fases. A primeira caracteriza-se pela seleg¢ao praticada nos
rebanhos e a segunda, na implantagdo do Programa Nacional de
Melhoramento do Gir Leiteiro (Verneque et al., 2001).

O Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro (PNMGL) ha
25 anos vem sendo desenvolvido e é coordenado tecnicamente pela
Embrapa Gado de Leite. O PNMGL é executado em parceria com empresas
publicas e privadas como a ABCGIL (Associagado Brasileira dos Criadores
dos Gir Leiteiro), a ABCZ (Associagédo Brasileira dos Criadores de Zebu),
centrais de processamento de sémen, CNPq, Fapemig, empresas estaduais
de pesquisa, criadores de gado Gir e fazendas colaboradoras. O objetivo do
programa é promover o melhoramento genético da raga Gir por meio da
selegcdo e multiplicagcdo de animais de genética superiores, previamente
identificados, para as caracteristicas de producao de leite, de conformacgao e

de manejo (Verneque et al, 2008).

3.2 - Programas de Melhoramento de Gado de Leite e Selecao Assistida
Por Marcadores - MAS

Utilizando-se marcadores moleculares, € possivel detectar diferengas
na sequéncia do DNA, possibilitando a selegdo indireta para genes de
interesse no melhoramento. A identificagdo de marcadores proximos a
determinado gene, com grande efeito numa caracteristica quantitativa,
permite acelerar o melhoramento para essa caracteristica, pois ndo sera
mais necessario gastar tempo e esforcos para avaliar fenotipicamente a
populacgao inteira.

O uso da MAS é importante em programas de melhoramento que
visam selecionar caracteristicas de resisténcia a doencas e de producao



(Martinez e Machado, 2002) e pode aumentar o ganho genético anual,
aumentando a precisdo das avaliagbes, a intensidade de selec¢ao,
diminuindo o intervalo de geragdo. A MAS também pode ajudar a aumentar
a resposta genética especialmente em caracteristicas de baixa
herdabilidade, limitadas pelo sexo ou que sé podem ser medidas na carcaca
(Rosa et al., 2007).

Weller (2007) propbs os seguintes sistemas para criagdo com vistas
ao melhoramento de gado de leite, utilizando-se MAS.:

* um sistema de teste de progénie padrdo, com informagdes de marcadores
genéticos a serem utilizados para aumentar a precisdo das avaliagdes de
touros, além de informacgbes fenotipicas a partir de registros das filhas
(Meuwissen e Van Arendonk, 1992);

* um nucleo MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) em que a
informacdo do marcador € usada para selecionar touros para servico na
populacdo MOET, em adigdo a informacdes fenotipicas de meio-irmas.
(Meuwissen e Van Arendonk, 1992);

* sistemas de teste de progénie em que as informagdes sobre marcadores
genéticos sdo usadas para pré-selecionar touros jovens para a entrada no
teste de progénie (Kashi et al. 1990; Mackinnon e Georges, 1998);

» selecdo de touros sem um teste de progénie, com base em registros de
meio-irmas e marcadores genéticos (Spelman et al, 1999);

* selecédo de touros em regime de meio-irmaos, com base em registros de
meio-irmas e marcadores genéticos (Spelman et al. 1999);

« utilizagdo de marcadores genéticos para reduzir os erros na determinagao
de paternidade (Israel e Weller, 2000).

O uso da selegao assistida por marcadores se aplica aos programas
de melhoramento de gado de leite, porque esta €& uma técnica
economicamente viavel, onde os ganhos sao maiores que os custos. Isto
ocorre porque ao contrario de investimento com equipamentos, os ganhos
genéticos nunca se perdem, eles sdo cumulativos. (Weller, 2007).

Meuwissen e Van Arendonk (1992) constataram que a inclusdo das
informacdes dos marcadores para aumentar a acuracia das avaliagbes dos
touros aumentou a taxa de ganho genético em 5% quando os marcadores

explicavam 25% da variagao genética.



3.3 - Teste de Progénie

O sucesso dos programas de melhoramento genético de gado de leite
depende do planejamento de acasalamentos, da correta informagao sobre
0s animais que serdo acasalados e da escolha de marcadores especificos
para a populacédo que sera testada (Dodds, 1995). As informagdes sobre as
producdes de leite das fémeas podem ser facilmente obtidas com um
controle que pode ser feito nos rebanhos. No entanto, o mesmo n&o
acontece com os touros, que ndo expressam a caracteristica fenotipica,
como producgao de leite, e que podem contribuir com até 94% do progresso
genético dos rebanhos. (Verneque et al, 2008). Neste caso as avaliagdes
devem ser obtidas em parentes proximos como mae, irmas e filhas. Varios
programas de melhoramento utilizam informagcbes de progénie, sendo
importante a precisa informacao de paternidade (Tambasco et al, 2000).

O teste de progénie consiste na avaliagdo genética de touros
baseando-se no desempenho ou produgao de suas progénies. Para tanto,
os dados de produgcdo de um numero de filhos de um reprodutor sdo
comparados aos dados de filhos de outro reprodutor nas mesmas condicdes
de manejo e criagdo. O teste de progénie é indicado quando a caracteristica
nao € de alta herdabilidade, quando a caracteristica ndo se manifesta no
proprio animal ou quando ha condi¢gdes de avaliar um numero expressivo de
filhos do reprodutor (Lopes, 2005).

Os objetivos de um teste de progénie sao identificar, avaliar,
selecionar e difundir os reprodutores de alto valor genético com vistas ao
aumento da producao e produtividade dos rebanhos. Além disso, é possivel
identificar reprodutores geneticamente superiores para a producao de leite,
selecionar os touros que deverao ser intensamente difundidos por meio de
sémen, planejar acasalamentos seletivos escolhendo-se os melhores
reprodutores e vacas elite e submeter a avaliagéo pela progénie os touros
jovens provenientes desses acasalamentos eletivos (Valente et al., 2001). O
resultado genético que se espera alcangar ao realizar o teste de progénie é
lento e é necessario que os proprietarios das fazendas adotem o sistema de
inseminacao artificial e que tenham condigbes de manter os filhos dos
reprodutores enquanto os animais estiverem em teste (Lopes, 2005).



Criadores tém investido em novas tecnologias para modernizar e
manter atualizados os dados sobre seus rebanhos. Segundo Verneque et al.
(2008), em 1992, cerca de 87.000 doses de sémen de touros Gir Leiteiro
foram comercializadas no Brasil. A venda de sémen tem sido altamente
difundida e as doses vendidas em 2008 chegaram a 805.152, mostrando
que existiu uma evolucao nesses 16 anos que passaram. Até o ano de 2009,
186 touros foram testados e mais de 130 ainda encontram-se em teste
(ABCGIL). Este aumento demonstra uma confiabilidade dos criadores nos
programas de melhoramento, estimulando a entrada de novos touros em
teste e interesse nas avaliacdes dos touros previamente testados.

Para a implantacao de teste de progénie em um rebanho € necessario
que seja feita uma selegédo prévia dos touros que serdo testados, quando
ainda jovens. A partir disso serdo planejados os acasalamentos e o sémen
sera distribuido para os rebanhos colaboradores. O acompanhamento deve
ser feito desde a inseminagdo até a primeira lactagédo das filhas, pois
qualquer informagdo perdida pode prejudicar a avaliagdo dos touros
(ABCGIL).

3.4- Testes de Paternidade

O primeiro teste disponivel para a verificagdo de parentesco em
bovinos, tipagem sanguinea, surgiu por volta de 1938, como resultado dos
trabalhos realizados pelo Dr. Irwin e seu grupo na Universidade de
Wisconsin, Madison-EUA (Oliveira e Kuabara, 2006). Estes testes sao
baseados na reacédo de antigeno/anticorpo, onde cada antigénico é referido
a um determinado fator sanguineo (Caminhas et al., 1992). Atualmente séo
conhecidos 11 sistemas de grupos sanguineos e mais de 90 diferentes
fatores sanglineos (Tabela 1). O exame de tipagem sanguinea consiste no
reconhecimento dos fatores sanguineos do animal realizado através de
testes sorologicos, bem como das variantes protéicas, obtidas por

eletroforese em gel de amido ou poliacrilamida. (Andreazza, 2006).



Tabela 1 — Grupo de sistemas e fatores sangiiineos de bovinos.

Sistema Fatores sangiiineos

A A1,A2,D1,D2,D3,H, Z

B B1, B2, G1, G2, G3, I, 12, K1, K2, O1, 02, O3, 04, Ox, P1, P2, Q1,Q2, T1, T2,
T3,Y1,Y2, Y3, A1, A2,B,D1,D2, E1,E2 E3,E4 EX, F,G,I'1, 12, J1,J2,
K,O,P1,P2Q,Y, A", B", F", G", I",J”

C1, C2,C3,E1, E2, R1, R2, W1, W2, X1, X2, X3, C’, L'1, L'2, C”
F1,F2,V1,V2, N’

J

L

M1, M2, M’

S, H,U1, U2, U, 8", H", U”

Z1,722

R’ R, S

T T

N O 2 r <« 1 0O

Adaptado de Oliveira e Kuabara, 2006.

A seguranca do teste de tipagem sanguinea pode ser de 99% se este
for realizado de acordo com as recomendacdes da ISAG, que propde um
painel de testes com pelo menos 60 diferentes anticorpos, pertencente a no
minimo 10 sistemas de grupos sanguineos. (Oliveira e Kuabara, 2006).

Os testes de tipagem sanguinea ainda hoje séo realizados, mas estéao
sendo substituidos pelos testes de paternidade pelo DNA. Uma vantagem
deste tipo de teste em relac&o ao de tipagem sanguinea é que este pode ser
realizado com sangue, sémen, pélo, saliva, muco nasal (Grattapaglia, 2004).
Além disso, os testes realizados com DNA podem apresentar um poder de
exclusdo de paternidade maior que 99,99%, seguindo-se as normas da
ISAG que recomenda o uso de 11 marcadores moleculares.

Marcadores moleculares usados para determinagdo de paternidade
podem ser do tipo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
minissatélites e STR (Short Tandem Repeats) ou microssatélites. O RFLP
geralmente tem baixo PIC (conteudo polimérfico informativo) e baixo indice
de polimorfismos, e tem deixado de ser usado por ser pouco informativo. Os
minissatélites sao bastante informativos, mas muito complexos o que
dificulta o calculo do poder de exclusao de paternidade, em razao da grande
quantidade de bandas a serem analisadas. Marcadores microssatélites



geralmente apresentam alto indice de polimorfismo e PIC, necessitam de
pequena quantidade de DNA para realizagdo dos testes, sdo facilmente
amplificados pela técnica de PCR (polymerase chain reaction) e tem facil
interpretagdo de resultados. Com todas essas vantagens este marcador
molecular tem sido o mais utilizado em testes de paternidade (Curi e Lopes,
2002).

3.5- Utilizag&o de Marcadores Moleculares em Testes de Paternidade

O marcador molecular de DNA é uma técnica que permite detectar
diferengcas na sequéncia do DNA, possibilitando a sele¢ao indireta para
genes de interesse no melhoramento animal (Martinez e Machado, 2002).

Dentre os principais tipos de marcadores moleculares, podemos
destacar os microssatélites ou STR (Tambasco et al, 2000). Marcadores
microssatélites sdo pequenas sequéncias repetitivas que possibilitam
monitorar regides do genoma que podem ser transcritas ou ndo. Podem ser
detectados por amplificagao via PCR que usam primers especificos que
flanqueiam repeti¢cdes de di, tri ou tetranucleotideo que caracterizam cada
regiao do microssatélite (Dakin e Avise, 2004). O marcador microssatélite
tem sido o mais utilizado por ser co-dominante e altamente polimérfico
(Carneiro et al, 2007), o que possibilita verificar erros de genealogia com alto
poder de discriminagdo. Esse polimorfismo possibilita uma boa comparacgao
entre o material genético dos touros e de suas progénies (RON et al, 1996).

A utilizagdo de marcadores moleculares na realizacdo de testes de
paternidade e diversidade genética tem contribuido para confiabilidade das
avaliagbes genéticas e para a sustentabilidade de programas de
melhoramento. Marcadores tém sido eficientes para estudos de paternidade
mesmo quando o gendtipo da mae nao esta disponivel.

Andreazza et al. (2001) testaram a eficiéncia de 11 marcadores
microssatélites para identificacdo genética de zebuinos através de calculos
de heterozigosidade, PIC e Equilibrio de Hardy-Weinberg. De acordo com
Mommens et al. (1998) quanto menores os valores de polimorfismo e de
numero de alelos menor sera o valor do poder de exclusao (PE), por isso



uma selegdo prévia dos marcadores baseados na heterozigosidade e PIC
sdo fundamentais para o bom resultado dos testes de paternidade.

Ron et al (1996) verificaram que a frequéncia de erros de paternidade
na populagdo de gado Holstein em Israel, utilizando 12 marcadores
microssatélites, foi de 5,2% para vacas e 2,9% para touros, em um total de
1073 amostras de animais utilizados, oriundos de 14 fazendas e do Instituto
de Inseminacédo Artificial. Também em Israel, Weller et al (2004) coletaram
amostras de 6040 vacas, filhas de 11 touros e distribuidas em 181 Kibbutz
(fazendas coordenadas por grupos de familias em Israel). Na realizagéo
deste trabalho foram utilizados 104 marcadores microssatélites, 8 destes
recomendados pela ISAG para realizagado de confirmagéo de pedigree, e foi
encontrada uma frequéncia de 11,7% de erros de paternidade. Trabalho
realizado por Gelderman et al. (1986) na Alemanha encontrou erros de
identificacdo de paternidade que variaram de 4 a 23% em grupos de filhas
de 15 touros testados.

No Brasil, poucos trabalhos tém sido publicados utilizando
marcadores moleculares em testes de paternidade.

Baron et al. (2002) testaram 74 filhas de 9 touros, utilizando 6
marcadores moleculares e encontraram 36% de erros de paternidade, o que,
neste caso, ndo alterou a classificagdo dos touros no programa de
melhoramento. Neste caso, a paternidade foi desconsiderada quando pelo
menos um marcador nao era compartilhado entre touro e filha.

Curi e Lopes (2002) fizeram teste de paternidade em quarenta
familias (touro/vacal/filha) de Gir Gir, utilizando 9 marcadores microssatélites,
sete deles recomendados pela ISAG, e encontraram 27,5% de erros de
identificacdo de paternidade.

Para Ron et al (1996) a utilizagdo de marcadores moleculares para
genotipagem de animais € considerada economicamente justificavel para
realizacdo de testes de paternidade. Com bases nessas informacgdes pode-
se justificar a utilizacdo de marcadores microssatélites para determinacao de

paternidade em bovinos.
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3.6 - Teste de Paternidade e Teste de Progénie

Weller et al. (2004) afirmam que com controle de qualidade,
principalmente quanto a inseminagado, € possivel reduzir 8% dos erros de
paternidade e obter um progresso genético de 1%. Em 2001, Banos et al.
fizeram uma pesquisa para verificar o impacto de erros de paternidade para
posterior avaliagdo dos animais e perceberam que existe uma tendéncia de
diminuicdo de 11 a 15% por ano em decorréncia destes erros.

Christensen (1982) citado por Weller (2004) descreveu em seu
trabalho que os erros de paternidade podem acontecer pelos seguintes
motivos: erros na tabela de distribuicado de sémen, erros na identificacdo das
palhetas de sémens, erros no nome ou numero de identificagdo dos touros,
inseminagdo de vacas ja prenhes antes da inseminagdo, mudanga de
animais de fazendas, erros na entrada das informacdes sobre as producdes
das filhas dos touros nos bancos de dados e a utilizacdo de cobertura
natural ocasionando a prenhez de vacas previamente inseminadas
assumindo-se que a prenhez foi a partir da inseminacao.

Segundo Gelderman et al. (1986) erros de genealogia podem diminuir
a acuracia, a estimacao de parametros como teor de gordura do leite,
prejudicar a avaliagdo de um touro em teste reduzindo o ganho genético
anual e comprometer um programa de melhoramento, uma vez que
caracteristicas medidas nas filhas ndo implicam em ganho para aquele
determinado touro. Estes erros reduzem o ganho genético e fazem com que
um numero maior de filhas por touro testado seja necessario para se obter o

resultado esperado.

3.7 — Heterozigosidade e Conteudo Polimorfico Informativo - PIC

Para se realizar o teste de paternidade é importante que os
marcadores sejam eficientes para a populacédo a ser analisada. Uma forma
de se estimar a eficiéncia dos marcadores € através dos valores de
heterozigosidade e PIC. O valor de PIC fornece uma estimativa do poder de
discriminagado de um locus, com base no numero de alelos encontrados e

nos valores das freqliéncias alélicas de cada uma desses alelos.
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Os valores de heterozigosidade esperada (he) e heterozigosidade
observada (ho), somados ao valor de PIC, auxiliam na escolha de
marcadores mais informativos para a populacdo em analise (Botstein et al,
1980). Além disso, os valores de he e ho podem indicar a diversidade
genética em uma populagdo, sendo que uma discrepancia entre estes
valores indica que a populagdo pode estar passando por algum processo

seletivo e/ou evolutivo.

3.8- Equilibrio de Hardy-Weinberg e Endogamia

Uma forma de verificar se a populacdo pode estar passando por
algum processo de selecdo € através do Equilibrio de Hardy-Weinberg. O
Equilibrio de Hardy-Weinberg (1908), descreve que “Em uma populagao
grande, sem migragao, mutagao ou selegao, e que se reproduz ao acaso, as
frequéncias génicas e genotipicas se mantém constantes de geragdo em
geracao” (Falconer e Mackay, 1996).

Quando os valores observados e esperados das frequéncias génicas
nao se mantém constantes de uma geragao para outra, pode-se dizer que a
populacado esta sob efeito de algum tipo de presséo evolutiva, como por
exemplo, selegao natural ou artificial - quando alguns genes de interesse
estdo sendo selecionados.

Um fator que pode interferir no Equilibrio de Hardy-Weinberg é o alto
indice de endogamia dentro de uma populagdo. Endogamia € o resultado do
acasalamento de individuos mais aparentados entre si do que o parentesco
médio da populagdo. A consequéncia de dois animais terem 0 mesmo
ancestral € que ambos podem apresentar réplicas de um dos alelos
presentes no ancestral e passa-lo para seus filhos, gerando um aumento de
genes em homozigose (Falconer e Mackay, 1996).

O principal efeito da endogamia € aumentar a probabilidade de
homozigose, as vezes aumentando a frequéncia de genes deletérios
recessivos, fato que pode reduzir o desempenho fenotipico ndo apenas em
caracteristicas de importancia econbémica, mas principalmente em
caracteristicas relacionadas a viabilidade dos animais (WEIGEL e LIN,
2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Estratégia de amostragem

Para se realizar o teste de paternidade foram selecionadas 303 vacas
filhas de 55 touros, sendo que o numero de filhas por reprodutor foi variado.
As amostras de sangue foram coletadas em 74 fazendas colaboradoras do
Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro (PNMGL), sendo 15
criadoras de Gir e 59 criadoras de Gir x Holandés. Foram coletadas
amostras de sangue de uma filha de cada reprodutor por rebanho. O sangue
dos animais foi coletado por técnicos vinculados ao programa, colocado em
tubos vacutainer, homogeneizados e mantidos sob refrigeracdo. Apds a
coleta as amostras foram levadas para o Laboratério de Genética Molecular

Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado de Leite para as analises.

4.2. Extracdo de DNA

4.2.1 — Extracdo de DNA a partir do sangue

A extragado de DNA a partir do sangue foi realizada no Laboratério de
Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora - MG. O
protocolo utilizado foi 0 de Sambrook e Russel (2001) com modificagdes. Os
leucdcitos foram retirados dos tubos contendo as amostras, com o uso de
uma ponteira de 1000uL com a ponta cortada, e colocados em tubos
ependorf de 2mL, previamente identificados. Em seguida foi adicionado 1mL
de tampao de lise, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Esse passo foi repetido por 3 a 4 vezes, até se obter um pelete
bem claro. Apés isto foram adicionados 850uL de tampado de DNA com
RNAse e 16uL de DTT 10% e o pelete dissolvido com o auxilio de uma
pipeta. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 2 horas.
Em seguida foi acrescentado 20uL de Proteinase K e as amostras ficaram
incubadas a 50°C overnight para remocdo de proteinas. Foram
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acrescentados 300uL de Fenol e 300uL de Cloroformio:lsoamil (24:1) a cada
amostra que, em seguida, foi agitada por 1 minuto e centrifugada por 5
minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi acrescentado
600uL de Cloroférmio:lsoamil (24:1), agitada e centrifugada novamente.
Esse passo foi repetido mais uma vez e em seguida a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo onde foi adicionado 80uL de Acetato de Sddio
(NAOAC 3M) que foi misturado levemente com o auxilio de uma pipeta. Em
seguida foram adicionados 600uL de Isopropanol -20°C e o tubo invertido
até precipitar o DNA. O tubo foi deixado na geladeira por 2 horas e
centifugado por 10 minutos. Apds isto foi descartado o sobrenadante,
adicionado 400uL de Etanol 70% e centrifugado por mais 1 minuto.
Descartado o sobrenadante, o pelete foi deixado para secar a temperatura
ambiente por 30 minutos, resuspendido em 500uL de TE e congelado até a

hora do uso.

4.2.2 — Extracdo de DNA a partir do sémen

O sémen de touros Gir Leiteiro, contido nas palhetas, foi
descongelado diretamente nos tubos previamente identificados e em
seguida centrifugado. A partir dessa etapa o protocolo foi 0 mesmo utilizado

no processo de extracdo de DNA por sangue.

4.3. Amplificacao e Precipitacdo do DNA

Para realizar o teste de paternidade foram utilizados o Kit StockMarks
for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing contendo 11 marcadores
microssatélites recomendados pela ISAG, e mais 5 marcadores
complementares. Estes marcadores foram escolhidos por seu indice de
polimorfismos, multi-alelismo e posicdo (Tabela 2) de acordo com
informagdes disponibilizadas pelo MARC/USDA (Meat Animal Research
Center/United States Department of Agriculture

(http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html).

14



Tabela 2 - Relagdo dos marcadores moleculares utilizados para realizagao do teste de

paternidade com 303 vacas filhas de 55 touros.

Marcador Fludforo Coloragdo Tamanho esperado (bp) BTA* Het**

TGLA227" FAM Azul 64-115 18 81
BM2113" FAM Azul 116-146 2 69
TGLA53" FAM Azul 147197 16 78
ETH10" FAM Azul 198-234 5 59
SPS115° FAM Azul 235-265 15 -

TGLA126" JOE Verde 104-131 20 67
TGLA122? JOE Verde 134-193 21 67
INRA23" JOE Verde 193-235 3 -

ETH3" NED Amarelo 90-135 19 59
ETH225" NED Amarelo 136—-165 9 71
BM1824" NED Amarelo 170-218 1 60
6-12 FAM Azul 179 — 202 6 77
10-12 FAM Azul 187 — 223 10 69
28-22 FAM Azul 215 -243 28 79
11-32 TAMRA Preto 208 — 244 11 75
20-12 HEX Verde 251 — 261 20 61

"Marcadores pertencentes ao Kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing.
?Marcadores adicionais

*Cromossomo bovino

**Valor de heterozigosidade informado no site do MARC/USDA.

Os marcadores adicionais foram renomeados baseados em sua
localizagdo cromossémica. Desta forma o marcador do cromossomo 6 foi
codificado como 6-1, o marcador do cromossomo 10 como 10-1, do
cromossomo 11 como 11-3, do cromossomo 20 como 20-1 e o do

cromossomo 28 como 28-2.

4.3.1 — Kit StockMarks

O kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing foi diluido
de forma a realizar 200 amplificagdes com 8ul de volume final cada. Apds o
preparo das placas foram pipetados os coquetéis de PCR, as amostras de
DNA e os controles positivo e negativo, sendo que, os coquetéis para PCR
foram preparados de acordo com o numero de amostras a serem utilizadas
(Tabela 3). Em seguida foram colocados 7ul do “Master Mix” e 1ul de DNA
por tubo de PCR.
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Tabela 3 — Protocolo de preparo do Master Mix utilizado nas reagdes de PCR.

Reagente Volume por amostra (ul)
Agua MilliQ 0,50
StockMarks Buffer 1,50
dNTP 2,00
AmpliTaq Gold 0,25
Primer Mix 2,75
DNA (100ng/ul) 1,00
Total 8,00

As amostras foram colocadas no termociclador que foi ajustado
conforme o manual do Kit. A reacéo consistiu de desnaturacao prévia a 95°C
por 10 min, seguido de 31 ciclos com desnaturagdao a 94°C a 45 segq,
anelamento a 61°C por 45 seg e extensédo a 72°C por 60 seg, seguido de
extensao final a 72°C por 60mim e um passo final a 25°C por 2 horas.

As reagdes de PCR foram precipitadas com 2,4ul de acetato de
amoénio (7,5M), 24,0ul de alcool 98% e centrifugadas por 30 minutos. Em
seguida foram adicionados 24,0ul de alcool 70% e o DNA final foi

ressuspendido com 10,0ul de Agua MilliQ.

4.3.2 — Marcadores Adicionais

Para cada reagao de PCR foi realizado um teste para verificacdo das
condi¢gdes otimas de cada marcador, sendo verificadas temperatura de
ligacdo do primer e concentracdo de magnésio. Com base nos resultados
destes testes, foi utilizada a concentragdo de 1,5mM de magnésio para o
marcador 6-1, a concentragao de 2,0mM de magnésio para os marcadores
10-1, 11-3 e 28-2 e a concentragao de 2,5mM de magnésio para o marcador
20-1. As amostras foram amplificadas no termociclador GeneAmp PCR
System 9700, de acordo com as condi¢cdes de cada marcador (Anexo ).

As reagdoes de PCR foram precipitadas com 3,0ul de acetato de
aménio (7,5M), 30,0ul de alcool 98% e centrifugadas por 30 minutos. A
seguir foram adicionados 30,0ul de alcool 70% e centrifugado por mais 1

minuto. O DNA final foi ressuspendido em 20,0ul de agua MilliQ.
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4.4. Eletroforese dos Produtos de PCR.
Para realizar a injecdo das amostras com o kit StockMarks foi

preparado um mix contendo 2ul de DNA precipitado e 8ul do mix para cada

reacao (Tabela 4) e distribuidos nas cinco placas previamente preparadas.

Tabela 4 — Protocolo de preparo das amostras de DNA para eletroforese capilar.

Reagente Volume por amostra (ul)
Agua MilliQ 7,75
ET 400-ROX 0,15
Tween 20 (8%) 0,10
DNA Amplificado 2,00
Total 10,00

A inje¢do das amostras com os marcadores adicionais foi dividida em
um multiplex A contendo trés marcadores e um multiplex B contendo dois

marcadores (Tabela 5).

Tabela 5 — Protocolo de preparo das reagdes de genotipagem utilizando os multiplex A e B.

Multiplex A Multiplex B

Reagente Volume por amostra (ul) Volume por amostra (ul)
Agua MilliQ 1,25 3,75
ET 400-ROX 0,15 0,15
Tween 20 (8%) 0,10 0,10
6-1 3,00 -
11-3 3,50 -
28-2 2,00 -

10-1 - 3,00
20-1 - 3,00
Total 10,00 10,00
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Em seguida as amostras foram desnaturadas a 95°C por 2 minutos

e colocadas imediatamente no gelo por 3 minutos. Os fragmentos foram

submetidos a eletroforese capilar no sequenciador de DNA Megabace 1000

(GE Healthcare) e analisados no software Fragment Profiler

Healthcare).

4.5. Analise dos dados

(GE

Para calcular as frequéncias alélicas, numero de alelos (Nei, 1987),

heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e teste de equilibrio de

Hardy-Weinberg para cada marcador foi utilizado o aplicativo POPGENE

1.32 (Yeh et al., 1997).

O calculo do valor do conteudo polimérfico informativo (PIC); foi obtido

utilizando o aplicativo PowerStats v1.2 (Promega Corporation).

iza i iza i iza i

em que:

n = namero de alelos;

P = frequéncia relativa do alelo i na amostra;
I

P = frequéncia relativa do alelo j na amostra.
J

O poder de exclusdo para cada marcador, obtido com o aplicativo

PowerStats v1.2 (Promega Corporation) foi calculado segundo Brener e

Morris (1989), por meio da férmula:

PE = h2 (1-2hH?),

onde:
h = heterozigotos
H = homozigotos
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A probabilidade de exclusdo combinada (PEC) foi calculada segundo
a formula simplificada de Jamieson e Taylor (1997), com base em Garber e
Morris (1983) sempre que o genotipo da mée nao estava disponivel. Os
valores por loco de PE foram combinados para a populagido por meio da

formula:

PEC=1-(1-PE1)(1-PE2)(1-PE3)...(1-PEK),

para k nimero de locos.

Os valores de coeficiente de endogamia e coeficiente de parentesco,
obtidos por meio de informag¢des genealdgicas, foram obtidos usando-se o
Proc Inbreed, disponivel no SAS® (Statistical Analysis Software, SAS, 2003).

As correlacdes de erros de paternidade encontrados por populacéo
testada, por touro avaliado e para as fazendas foram calculadas usando-se o
mesmo sistema.

Com o objetivo de se ter uma visdo ampla de onde os erros de
paternidade estdo ocorrendo e se o nivel tecnolégico poderia ter alguma
influéncia nos resultados. as fazendas foram agrupadas em duas classes
distintas, de acordo com seu nivel tecnolégico e de manejo. Para tanto, a
frequéncia de erros de paternidade encontrados dentro das fazendas foi
calculada para o numero total de fazendas, para a classe A de fazendas e
para a classe B de fazendas, separadamente. Das 74 fazendas analisadas,
46 fazendas foram classificadas como de alto nivel tecnoldgico (classe A) e
28 fazendas foram classificadas como de médio nivel tecnoldgico (classe B)
(Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de fazendas classificadas de acordo com o nivel tecnoldgico e de

manejo.

Populacao Classe A Classe B Total
Gir 12 3 15
Gir x Holandés 34 25 59
Total 74
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Teste de paternidade

Em um total de 303 testes realizados, 248 paternidades foram
confirmadas e 55 foram excluidas, valor que corresponde a 18,15% de erros
de genealogia.

Este valor foi menor do que os encontrados por Curi e Lopes (2002) e
Baron et al (2002) em seus trabalhos realizados no Brasil com gado Gir, de
27,5% e 36%, respectivamente. Por outro lado foi maior que os erros
encontrados em testes de paternidade realizados com populagédo de gado da
raga holandesa em outros paises, que foram de 11,7% em Israel (Weller et
al.,2004), 10,73% na Republica Checa (Rehout et al., 2006) e 2,9% a 5,2%
também em Israel (RON et al, 1995). Estes valores indicam que deve haver
um maior controle dos animais participantes dos programas de
melhoramento, uma vez que estes erros podem ser decorrentes da falta de
controle dos animais, de distribuicao incorreta de sémen, entre outros
(Weller, 2004).

A paternidade foi excluida quando os alelos de dois ou mais

marcadores ndo foram compartilhados entre touro e filha (Figura 1).
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Figura 1 - Resultado da corrida no seqlienciador automatico Megabace 1000 para o
marcador 28-2 para o touro 2 e duas de suas progénies. A imagem A corresponde ao
touro e as imagens B e C correspondem a duas de suas filhas. A imagem B mostra
que a filha compartilha o mesmo alelo que o pai (M — 235pb) e a imagem C mostra a
exclusao da paternidade por falta de compatibilidade de alelos.

Em cada teste de paternidade realizado foi analisado o numero de
marcadores nao compartilhados entre touro e filha. O numero de
incompatibilidades encontradas em cada teste variou de 0 a 10 marcadores
(Tabela 7).
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Tabela 7 — Numero de animais e nUmero de marcadores a partir dos quais a paternidade foi
excluida.

Animais Marc. diferentes
179 0*
69
18

—
*

N = w =~ g N
© © N O g A~ W N

N
o

303

*paternidade incluida = 248 animais

Os resultados obtidos somente com a utilizacdo dos marcadores do
kit ndo foram satisfatorios (PEC = 99,58%) a ponto de excluir a paternidade
com seguranga. Para se obter o valor de poder de exclusdo combinado
(PEC) satisfatério entdo, foram selecionados, através do site do
MARC/USDA, cinco marcadores extras, baseados em seus valores de
heterozigosidade e polimorfismo. Apds o acréscimo desses cinco
marcadores o valor de PEC chegou ao indice desejavel de 99,99%.

Os valores de poder de exclusdo para os marcadores foram
calculados separadamente para as populacdes de Gir (Tabela 8) e Gir x
Holandés (Tabela 9). O calculo do poder de exclusdao foi feito
separadamente para as duas populagdes analisadas para obtermos valores

e informagdes mais precisos sobre cada uma delas.
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Tabela 8 — Poder de exclusdo combinada para os animais Gir utilizados no teste de paternidade.

1M 2M 3M 4M 5M 6M ™ 8M oM 10M 11M 12M 13M 14M 15M 16M
BM2113" 0,586 0,586 0,586 0586 0,586 0,586 0,586 0,586 0,586 0,586 0586 0586 0,586 0,586 0,586 0,586
ETH10" 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,101 0,701 0,101 0,101 0,101 0,101
SPS115° 0,422 0,422 0,422 0422 0,422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0,422
TGLA227" 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241 0,241
TGLA53" 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,967 0,167 0,167 0,167 0,167
INRA23" 0,542 0,542 0,542 0,542 0,542 0542 0,542 0,542 0542 0,542 0,542
TGLA122" 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590
TGLA126" 0,484 0484 0484 0484 0484 0484 0484 0484 0,484
BM1824" 0,547 0547 0,547 0,547 0547 0547 0,547 0,547
ETH225 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148 0,148
ETH3" 0,182 0,182 0,182 0,182 0,182 0,182
6-12 0,585 0,585 0,585 0,585 0,585
11-32 0,608 0,608 0,608 0,608
28-22 0,682 0,682 0,682
10-12 0,65 0,65
20-12 0,415
PEC 0,586 0,6278 0,7849 0,8367 0,864 0,9377 0,9745 0,9868 0,994 0,9949 0,9958** 0,9983 0,99932 0,99978 0,99992 0,99996

" Marcadores do Kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing
2 Marcadores adicionais
** Resultado parcial de PEC obtido somente com o kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing
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Tabela 9 — Poder de exclusdo combinada para os animais Gir x Holandés utilizados no teste de paternidade

M 2M  3M __ 4M _ 5M  6M _ 7M _ 8M oM 10M _ 11M __ 12M _ 13M __ 14M __ 15M _ 16M
BM2113" | 0,454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0454 0,454
ETH10" 0664 0,664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0664 0,664
SPS115" 0,388 0,388 0,388 0,38 0,38 0388 0,38 0388 038 0388 038 0,388 0,38 0,388
TGLA227 0290 0,290 0290 0,290 0290 0,290 0290 029 0290 029 0290 0,290 0,290
TGLAS53" 0,308 0,308 0,308 0,308 0,308 0308 0,308 0,308 0,308 0308 0,308 0,308
INRA23" 0533 0533 0533 0533 0533 0533 0533 0533 0533 0533 0,533
TGLA122" 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422 0422
TGLA126" 0611 0611 0611 0611 0611 0611 0611 0611 0,611
BM1824° 0524 0524 0524 0524 0524 0524 0524 0,524
ETH225" 0281 0281 0281 0281 0281 0281 0,281
ETH3" 0436 0436 0436 0436 0436 0,436
6-12 0787 0787 0,787 0,787 0,787
11-32 0914 0914 0914 0914
28-22 0,706 0,706 0,706
10-12 0,800 0,800
20-12 0,620
PEC 0,454 0,8165 0,8877 0,9203 0,9448 0,9742 0,9851 0,9942 0,9972 0,998 0,9989" 0,9998 0,99998 0,99999 0,99999 0,99999

" Marcadores do Kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing
2 Marcadores adicionais
** Resultado parcial de PEC obtido somente com o kit StockMarks for Cattle® Bovine Paternity PCR Typing
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O valor de poder de exclusdao combinado de 99,99% foi alcangado
com 15 marcadores na populacdo de Gir e com 13 marcadores na
populacdo de Gir x Holandés. Estes resultados podem ser justificados
porque os marcadores do kit comercial foram desenvolvidos e padronizados
para racas européias taurinas e nao para racas zebuinas. Este fato
evidencia a importancia de se conhecer as diferentes ragas para que se
possam estabelecer os melhores marcadores para cada uma delas uma vez
que elas nao apresentam, necessariamente, os mesmos alelos (Curi e
Lopes, 2002).

No calculo do poder de exclusao para a populacédo de Gir x Holandés,
11 dos 16 marcadores foram mais informativos, tendo um valor de poder de
exclusdo combinada maior que na populagao de Gir. Os marcadores ETH10,
TGLAS53, TGLA227 e ETH3, que sao recomendados pela ISAG para testes
de paternidade, no entanto, apresentaram baixo poder de exclusdo tanto
para animais Gir quanto para animais Gir x Holandés. Curi e Lopes (2001) e
Cervini et al (2006) encontraram resultado semelhante em seus trabalhos
para os marcadores ETH225 e ETH3, com Gir e Nelore respectivamente,
mostrando que estes nao sao eficientes para a populagao de zebuinos.

Rehout et al (2006) testaram uma populagdo de gado holandés com
alguns marcadores utilizados no presente estudo e pertencentes ao kit, e
encontraram maiores valores de poder de exclusdo. Com apenas nove
marcadores (BM2113, ETH3, ETH10, ETH225, INRA023, SPS115,
TGLA122, TGLA126 e TGLA227) eles conseguiram o indice de PEC de
99,99%. Se apenas os marcadores com maior poder de exclusdo fossem
usados para a realizagdo do presente estudo o numero de marcadores

utilizados também poderia ser reduzido. (Anexo II)

5.2 — Andlise dos marcadores moleculares.
Embora os marcadores utilizados ndo fossem especificos para Gir

eles foram eficientes ao identificar erros de paternidade mesmo sem o

gendtipo das maes. Este resultado também foi obtido por Ron et al. (1996) e
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Rehout et al. (2006) que também demonstraram a eficiéncia desses
marcadores na mesma situagao.

Dentre os marcadores moleculares aqui testados pode-se destacar
que 6-1, 10-1, 11-3, 20-1 e 28-2 foram os mais informativos para as
populacdes de Gir e de Gir x Holandés. Azevedo (2006) indicou em seu
trabalho que os marcadores 13-5, 19-1B e 27-1 também podem ser
utilizados em testes de paternidade devido a seu alto grau de polimorfismo e
grande numero de alelos.

Alguns marcadores apresentaram falhas durante a fase da
amplificagdo (Tabela 10). A porcentagem de falhas variou de 0% (TGLA122)
a 12,01% (TGLA227), com uma média de 9,56%.

Tabela 10 — Falhas encontradas por marcador molecular utilizado na populacao analisada.

Marcador % falhas
BM2113 1,67
ETH10 1,12
SPS115 5,31
TGLA227 12,01
TGLA53 3,35
INRA23 0,28
TGLA122 0,00
TGLA126 0,83
BM1824 0,28
ETH225 2,23

ETH3 1,40
6-1 4,75
11-3 2,51
28-2 3,07
10-1 2,51
20-1 1,40
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Apesar da porcentagem de falhas do TGLA227 ter sido alta ele n&o foi
eliminado dos testes porque nao influenciou os resultados quando se
verificou a frequéncia de falhas individualmente.

Para verificarmos a eficiéncia dos marcadores, foram calculados os
valores de heterozigosidade e PIC para todos os marcadores utilizados
neste estudo, em toda a populacido analisada. Com base nestes valores
verifica-se a qualidade dos marcadores em questdo, importante para

exclusdo da paternidade.

5.3 — FreqUiéncia alélica, heterozigosidade e PIC.

O numero e a frequéncia de alelos para os 16 marcadores foram
contabilizados para toda a populagao analisada. O total do numero de alelos
encontrados no presente estudo foi de 214 com uma média de 13 alelos por
loco (Tabela 11). De forma geral o numero de alelos encontrados foi maior
que o indicado no site do MARC. Apenas os marcadores 6-1 e TGLA122
tiveram menor numero de alelos (16 e 14) que o listado no site do MARC (21
e 19 respectivamente). Resultados publicados por Rodrigues et al. (2002)
com a raga Gir apontaram sete alelos para o marcador BM2113 variando de
125 a 141bp enquanto que, no presente trabalho, foram identificados onze
alelos cujos tamanhos variaram de 118 a 144bp.

Carneiro et al (2007) identificaram em seu trabalho com a raga Nelore,
utilizando os onze marcadores presentes no kit, numero de alelos variando
de 4 (TGLA227 e ETH10) a 13 (TGLA53) com uma média de 8,2 alelos.
Mukesh et al (2004) encontraram uma média de 8,3 alelos para os 20 loci
analisados em trabalho com ragas indianas, sendo trés (ETH3, ETH10 e
ETH225) também analisados aqui. Embora o numero de alelos encontrados
no presente estudo seja maior em comparacdo aos descritos na literatura
acima, nenhum dos dois resultados obtidos foram suficientes para que o
indice de exclusdo de paternidade fosse ideal, sendo necessaria, nos dois

casos, a inclusdo de marcadores adicionais.
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Tabela 11 — Tamanho dos alelos encontrados (pb) e freqiiéncia alélica observada para os

marcadores em toda a populagao de 303 individuos.

Marcador Alelo Frequéncia Marcador Alelo Frequéncia
118 0,0322 105 0,0602
126 0,0182 107 0,0028
128 0,0154 113 0,0028
130 0,3165* 115 0,1331

BM2113 132 0,0014 119 0,1812
134 0,0350 TGLA126 121 0,1527
136 0,2395 123 0,1064
138 0,0462 125 0,1064
140 0,1078 127 0,3543*
142 0,1148 129 0,0938
144 0,0560

69 0,0014
176 0,0028 71 0,0084
178 0,0014 73 0,0210
180 0,1415 79 0,0140

BM1824 182 0,3501* 81 0,5434*
184 0,3151 83 0,0882
186 0,0602 TGLA227 85 0,0700
190 0,0420 87 0,0252
192 0,0126 89 0,0014
194 0,0714 91 0,0182

93 0,0070
149 0,0014 95 0,0210
153 0,0364 97 0,0350
157 0,0602 99 0,0112
159 0,4314* 101 0,0126
161 0,0602 107 0,0014
163 0,0462
165 0,0742 98 0,0112

TGLA53 167 0,1415 100 0,0140
169 0,0280 102 0,0882
171 0,0042 104 0,0014
175 0,0084 108 0,0042
177 0,0014 110 0,0028
179 0,0434 112 0,0028
181 0,0014 ETH3 114 0,5588*
183 0,0280 116 0,2087

118 0,0266
134 0,0028 120 0,0070
136 0,2801* 122 0,0014
138 0,0028 124 0,0014
140 0,0042 126 0,0196
143 0,1303 128 0,0210
145 0,0252 130 0,0154

TGLA122 147 0,1485 132 0,0014
151 0,1485
153 0,0854 203 0,0014
155 0,2031 207 0,0014
159 0,0028 209 0,1849
161 0,0042 211 0,0140
163 0,0952 ETH10 213 0,5406*
165 0,0112 215 0,0028

217 0,0574
219 0,1303
221 0,0182
223 0,0238
225 0,0140

*Alelo com maior freqliéncia para o marcador especificado.
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Tabela 11 — continuacgao

Marcador Alelo Frequéncia Marcador Alelo Frequéncia
137 0,1821 209 0,1022
139 0,0042 211 0,0056
141 0,0350 213 0,0084
143 0,0168 215 0,1583
145 0,0854 217 0,0056

ETH225 147 0,1050 219 0,0336
149 0,0266 221 0,0546
151 0,0098 11-3 223 0,3445*
153 0,0014 225 0,0574
155 0,0098 227 0,0518
157 0,4888* 229 0,0294
159 0,0070 231 0,0672

233 0,0350
194 0,0084 235 0,0070
196 0,0490 237 0,0112
198 0,1499 239 0,0014
200 0,0084 241 0,0014
202 0,0238
204 0,0462 184 0,0014
INRA23 206 0,0840 186 0,0056
208 0,1050 188 0,0434
210 0,1527 190 0,1022
212 0,0028 192 0,0602
214 0,3263* 194 0,2521*
216 0,0308 10-1 196 0,0546
218 0,0014 200 0,0336
202 0,1681
237 0,0014 204 0,1723
243 0,0028 206 0,0350
245 0,1695 222 0,0028
247 0,4608* 224 0,0406

SPS115 249 0,2003 226 0,0028
251 0,0294
253 0,0182 246 0,0014
255 0,0336 248 0,1078
257 0,0210 250 0,0672
259 0,0070 252 0,0406

20-1 254 0,0308

172 0,0042 256 0,0924

174 0,0014 258 0,1667

176 0,0042 260 0,4510*

178 0,0028 262 0,0266

180 0,1345 266 0,0014
182 0,0448

6-1 184 0,0546 213 0,0112

186 0,0186 215 0,0070

188 0,0084 217 0,0252

190 0,0084 219 0,2619*

192 0,0658 221 0,0728

194 0,0448 225 0,0056

196 0,3473* 227 0,0042

198 0,1779 28-2 229 0,0056

200 0,0028 231 0,0616

202 0,0336 233 0,0644

235 0,1064

237 0,0406

239 0,0868

241 0,1134

243 0,0728

245 0,0266

247 0,0028

*Alelo com maior freqliéncia para o marcador especificado.
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Os valores de heterozigosidade esperada (he), heterozigosidade

observada (ho) e PIC foram calculados para todos os marcadores utilizados

em toda a populagao analisada (Tabela 12).

Tabela 12 — Valores de heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada e PIC para

a populagéo analisada.

Locus Ho He PIC
BM2113 | 0,7283 0,8104 0,78
ETH10 0,6723 0,6528 0,61
SPS115 | 0,6359 0,7139 0,64
TGLA227 | 0,4902 0,6748 0,58
TGLA53 | 0,5658 0,7741 0,74
INRA23 0,7647 0,8245 0,80
TGLA122 | 0,7647 0,8252 0,80
TGLA126 | 0,7899 0,8040 0,78
BM1824 | 0,7395 0,7485 0,71
ETH225 | 0,5070 0,7073 0,66
ETH3 0,6078 0,6349 0,59
6-1 0,8207 0,8156 0,78
11-3 0,8880 0,8293 0,80
28-2 0,8319 0,8781 0,86
10-1 0,8571 0,8561 0,83
20-1 0,7535 0,7417 0,71
Média 0,7136 0,7682 0,778

A média de PIC para a populagdo foi de 0,778 e a média de

heterozigosidade foi de 0,7136. A maior heterozigosidade observada foi

encontrada para o marcador 11-3 (0,8880) e a menor para o TGLA227
(0,4902). O maior valor de PIC foi observado para o marcador 28-2 (0,86) e

o menor foi para o marcador TGLA227 (0,58). A elevada heterozigosidade

média observada (0,7136) e a esperada (0,7682), sugerem a existéncia de

alta diversidade genética na populacao em estudo. O valor de He somado ao

alto valor médio de PIC (0,778) justifica o fato de o poder de exclusao

encontrado neste estudo ter sido maior que 99,99%.
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5.4 - Frequéncia de erros de paternidade encontrada por touro

avaliado.

A frequéncia de erros de paternidade foi calculada para todos os
touros testados nos presente estudo. O objetivo desse calculo foi verificar se
os touros com sémen mais difundido teriam mais problemas de paternidade.

Dos 55 touros testados, 22 ndo apresentaram nenhum erro e 33

apresentaram erros de paternidade (Tabela 13).

Tabela 13 — Frequiéncia de erros de paternidade encontrados por touro avaliado.

Touro %erros N Touro % erros N
7 0% 3 34 14% 7
9 0% 4 1 17% 6
10 0% 4 8 17% 6
11 0% 5 15 17% 6
14 0% 2 35 17% 6
17 0% 4 41 17% 6
19 0% 2 18 20% 5
21 0% 5 28 20% 5
22 0% 2 33 20% 5
25 0% 5 24 25% 4
26 0% 5 40 25% 8
29 0% 5 45 25% 4
30 0% 4 38 27% 11
32 0% 8 2 33% 6
36 0% 10 13 33% 9
44 0% 4 52 33% 3
47 0% 6 31 38% 8
48 0% 3 37 38% 8
49 0% 5 43 40% 5
51 0% 3 3 50% 8
54 0% 3 16 50% 2
55 0% 4 20 50% 2

8% 13 50 50% 4
1% 9 53 50% 4
23 1% 9 6 60% 5
39 1% 9 46 67% 6
42 1% 9 12 100% 2

27 14% 7

N = numero de filhas analisadas por touro.
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O fato de os touros com sémen mais utilizado para inseminagao
artificial terem tido maior indice de erros de paternidade do que os touros
com sémen menos difundido pode ser em decorréncia de erros na tabela de
distribuicdo de sémen, erros na identificagdo das palhetas de sémens e
erros no nome ou numero de identificagdo dos touros. Quanto mais
disseminado for o sémen do touro maior a probabilidade de ocorrem erros

relacionados a este.

5.5 - Frequéncia de erros de paternidade encontrados nas fazendas.

Das 74 fazendas em cujos dados foram utilizados, 35 fazendas nao
apresentaram erro de paternidade e 39 fazendas apresentaram erros. O
numero de erros dentro das 74 fazendas amostradas variou de zero a trés
(Tabela 14).

Tabela 14 — Distribuigdo dos erros de paternidade nas 74 fazendas que participaram dos

testes de paternidade.

N de erros Quant. fazendas N° erros por fazenda Raca

0 35 5 Gir

30 Gir x Holandés
1 25 6 Gir

19 Gir x Holandés
2 12 2 Gir

10 Gir x Holandés
3 2 2 Gir

Dos 55 erros de paternidade identificados 16 foram encontrados em
fazendas criadoras de Gir e 39 em fazendas criadoras de Gir x Holandés. As
causas desses erros devem ser verificadas para que nao ocorram
novamente. A mudanca de animais de fazendas, erros na entrada das

informacdes sobre as produgdes das filhas dos touros nos bancos de dados
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e a utilizacdo de cobertura natural ocasionando a prenhez de vacas
previamente inseminadas assumindo-se que a prenhez foi a partir da
inseminagdo sao alguns fatores que podem justificar a frequéncia destes
erros dentro das fazendas. Um acompanhamento mais cauteloso de todas
as etapas do programa de melhoramento pode ajudar a identificar onde
estes estdo acontecendo e como € possivel reduzi-los até serem eliminados.

A frequéncia e o numero de erros de paternidade encontrados para

cada populacdo analisada foram calculados e estao listados na tabela 15.

Tabela 15 — Frequiéncia de erros de paternidade encontrados para toda a populagéo de 303
individuos.

Erro Gir x Holandés Gir Total
FreqUéncia 181 67 248
Semerro Porcentagem 59.74 2211 81,85
% Linha 72.98 27,02
% Coluna 82.27 80,72
Frequéncia 39 16 55
Porcentagem 12,87 5,28 18,15
Comerro % Linha 70,91 29,09
% Coluna 17,73 19,28
Total 220 83 303

72,61% 27,39% 100%
Sem erro — paternidade incluida
Com erro — paternidade excluida

Dos 303 testes realizados, 220 foram com animais Gir x Holandés e
83 com Gir. Nos testes realizados com Gir x Holandés foram encontrados
17,73% de erros de paternidade e nos testes realizados com Gir 19,28% de
erros. Estes valores estdo proximos ao encontrado para a populagao geral
que foi de 18,15%. Isto sugere que erros de paternidade tém ocorrido na
mesma frequéncia dentro das duas populag¢des estudadas.

A porcentagem de erros de paternidade encontrada por classe de
fazenda, classificadas de acordo com seu nivel tecnolégico, esta listada na
tabela 16.
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Tabela 16 — Freqiéncia de erros de paternidade encontrada em cada classe de fazenda

utilizada no teste de paternidade.

Erro A B Total
Frequéncia 186 62 248
Sem erros | Porcentagem 61,39 20,46 81,85
% linha 0,75 0,25
% coluna 83,04 78,49
Frequéncia 38 17 55
Com erros | Porcentagem 12,54 5,61 18,15
% linha 69,1 30,9
% coluna 16,96 21,51
Total 224 79 303
% Total 73,93 26,07 100%

Sem erro — paternidade incluida, Com erro — paternidade excluida
A = alto nivel tecnolégico, B= médio nivel tecnolégico

A frequéncia de erros encontrada dentro da classe A de fazendas foi
de 16,96% e na classe B foi de 21,51%. Os erros foram maiores na classe B
de fazendas apesar de o numero de fazendas incluidas nesta classe — 79,
serem menor que o numero de fazendas incluidas na classe A — 224. Estes
valores podem indicar que quanto maior o nivel tecnoldgico e o controle
sobre os animais menor sera a frequéncia de erros de paternidade na
populacgao.

Com o objetivo de avaliar a frequéncia de erros encontrada para as
populacdes de Gir x Holandés e Gir dentro de cada classe de fazenda, os
calculos das frequéncias de erros de paternidade foram realizados

separadamente para as classes A (Tabela 17) e B (Tabela 18) de fazendas.
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Tabela 17 - Frequéncia de erros de paternidade encontrada dentro da classe A de fazendas

para Gir e Gir x Holandés.

Raca Erro Total
0 1
Frequéncia 126 24 150
Gir x Holandés Porcentagem 56,25 10,71 66,96
% linha 84,00 16,00
% coluna 67,74 63,16
Frequéncia 60 14 74
Gir Porcentagem 26,79 6,25 33,04
% linha 81,08 18,92
% coluna 32,26 36,84
Total 186 38 224
% Total 83,03 16,97 100%

Nas fazendas classificadas como de alto nivel tecnoldgico - A, 66,96%

dos 224 animais sdo Gir x Holandés e 33,04% sao Gir. Os resultados

apresentados sugerem que a freqiéncia de erros presentes dentro de

fazendas classificadas como A, independe da populagdo, uma vez que o

valor encontrado para Gir (18,92%) ficou muito proximo do valor encontrado

para Gir x Holandés (16%).

Tabela 18 - Frequéncia de erros de paternidade encontrada dentro da classe B de fazendas

para Gir e Gir x Holandés.

Raca Tipo erro Total
0 1
Frequéncia 55 15 70
Gir x Holandés Porcentagem 69,62 18,99 88,61
% linha 78,57 21,43
% coluna 88,71 88,23
Frequéncia 7 2 9
Gir Porcentagem 8,86 2,53 11,39
% linha 77,78 22,22
% coluna 11,29 11,77
Total 62 17 79
% Total 78,48 21,52 100%
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Nas fazendas classificadas como B, 88,61% dos 79 animais sao Gir x

Holandés e 11,39% sao Gir. As freqUéncias de erros de Gir x Holandés

(21,43%) e Gir (22,22%) dentro da classe B, também demonstram que nesta

classe os erros independem da populacao, tendo valores préximos nas duas

populagdes analisadas.

5.6 — Equilibrio de Hardy-Weinberg e Endogamia

Com a realizagao do teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg em toda a

populacao de animais Gir e Gir x Holandés analisada, foram detectados que

quatro dos 16 marcadores estdo em equilibrio (Tabela 19).

Tabela 19 — Valores para Equilibrio de Hardy- Weinberg para toda a populacdo de 303

animais analisados.

Marcador  Probabilidade
BM2113 0,000007
ETH10* 0,099385
SPS115 0,000000
TGLA227 0,000000
TGLA53 0,000000
INRA23 0,036287
TGLA122* 0,472777
TGLA126 0,010495
BM1824* 0,664459
ETH225 0,000000
ETH3* 0,654162
6-1 0,000000
11-3 0,000001
28-2 0,000153
10-1 0,000105
20-1 0,003929

*Marcadores em Equilibrio de

Hardy-Weinberg (P>0,05)
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No presente estudo, quatro dos 16 loci estdo em Equilibrio de Hardy-
Weinberg: ETH10, TGLA122, BM1824 e ETH3. Andreazza (2006) relatou em
seu trabalho que estes mesmos I6cus encontravam-se em equilibrio para a
populacao de Gir testada naquela ocasidao. A confirmacao desses resultados
€ um indicativo de que estes loci, nestas populagbes, ndo estdo sujeitos a
pressdo de selecdo, e pode-se considerar que o fluxo de migragdo e a
mutacéo sao despreziveis. (Viana et al., 2003)

De forma geral a populacéo apresentou-se em desequilibrio de Hardy-
Weinberg. Este resultado pode ser em consequéncia de um elevado numero
de cruzamentos preferenciais que acontecem dentro de programas de
melhoramento (Carneiro et al, 2007). O fato de alguns marcadores estarem
em desequilibrio também sugere que podem existir associacbes desses
marcadores com alguma caracteristica de interesse econémico que
possivelmente esta sendo selecionada nos programas de melhoramento ou
mesmo que a populacgao foi limitada, sendo necessaria uma avaliagdo mais

abrangente (Andreazza, 2006).

5.7 — Coeficiente de endogamia e coeficiente de parentesco dos touros

O coeficiente de endogamia (F) € um dos fatores que podem afetar o
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Animais altamente endogamicos tendem a
causar um desequilibrio na populacao geral, onde as freqliéncias génicas ou
alélicas nao estarao constantes. Para se ter uma visdo das frequéncias e
sua possivel correlacgo com o EHW foi calculado o coeficiente de
endogamia e o numero de loci encontrados em homozigose para cada touro

individualmente. (Tabela 20).
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Tabela 20 — Coeficiente de endogamia e niumero de loci em homozigose para os touros
avaliados.

Touro F NLHo* Touro F NLHo*
1 0,073 2/16 29 0,080 6/16
0,030 3/16 30 0,001 5/16
3 0,000 3/16 31 0,002 6/16
4 0,001 3/16 32 0,000 4/16
5 0,016 7/16 33 0,000 6/16
6 0,000 2/16 34 0,020 4/16
7 0,000 4/16 35 0,000 3/16
8 0,010 3/16 36 0,010 5/16
9 0,000 4/16 37 0,032 8/16
10 0,000 4/16 38 0,000 6/16
11 0,010 6/16 39 0,000 2/16
12 0,001 7/16 40 0,010 5/16
13 0,000 4/16 41 0,014 5/16
14 0,020 5/16 42 0,001 1/16
15 0,000 4/16 43 0,020 7/16
16 0,000 6/16 44 0,010 2/16
17 0,020 7/16 45 0,000 3/16
18 0,040 4/16 46 0,000 2/16
19 0,020 4/16 47 0,040 6/16
20 0,020 6/16 48 0,010 7116
21 0,090 6/16 49 0,020 5/16
22 0,000 5/16 50 0,000 6/16
23 0,070 3/16 51 0,018 4/16
24 0,010 6/16 52 0,050 3/16
25 0,000 3/16 53 0,080 6/16
26 0,000 6/16 54 0,040 5/16
27 0,030 6/16 55 0,060 7/16
28 0,000 2/16

*Numero de Loci em homozigose

O calculo do coeficiente de parentesco foi realizado através do
aplicativo Proc Inbreed, disponivel no SAS® (Statistical Analysis Software,
SAS, 2003), por meio de informagdes de genealogia disponiveis sobre os
touros em teste. Foram recolhidas e analisadas as informacbes até a 32
geracao de ancestrais para cada touro em teste. Os valores do numero de
alelos e numeros de lécus compartilhados por cada dupla de touros foi
calculado para verificacdo de possivel correlacdo do coeficiente de

parentesco com o numero de alelos em l6cus em comuns (Tabela 21).
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Tabela 21 — Coeficiente de parentesco, nimero de alelos compartilihados (NAC) e numero

de l6cus compartilhados (NLC) por cada dupla de touros.

Pares Coef. Parentesco  NAC NLC | Pares Coef. Parentesco NAC NLC
1-35 0.2500 15 13 | 12-51 0.2500 16 14
1-36 0.1250 13 12 | 13-24 0.2500 16 13
1-40* 0.5000 19 14 | 13-31 0.0156 16 12
1-45 0.2500 14 11 | 13-41 0.0078 15 13
1-47 0.1250 16 12 | 1343 0.0313 13 12
1-50* 0.5000 18 15 | 13-44 0.0313 11 10
2-14 0.2500 19 14 | 14-16* 0.5000 19 14
2-16 0.1250 15 12 14-18 0.0625 14 12
2-18 0.0625 15 13 14-48 0.0313 14 11
2-48 0.0313 13 11 14-54 0.2500 20 14
2-55* 0.5000 18 14 14-55 0.1250 14 11
7-10* 0.5000 13 12 15-26 0.1875 16 14
7-21 0.2500 14 13 15-31 0.0313 11 11
7-34 0.2500 14 13 | 15-41 0.0156 10 10
7-47 0.1250 12 10 15-43 0.0625 13 11
8-22 0.2500 18 14 | 16-18 0.0313 11 9
8-28 0.1250 15 12 16-48 0.0156 13 11
8-29 0.2500 15 13 | 16-54 0.1250 11 10
8-32¢ 0.5000 20 14 | 16-55 0.0625 10 7
8-38 0.2500 14 11 | 17-25 0.0313 11 9
8-40 0.1250 15 12 | 17-33 0.5000 20 15
8-42 0.0156 16 12 | 17-37 0.2500 16 13
8-46 0.2500 16 13 | 17-39 0.2500 16 15
8-49 0.2500 21 15 | 17-51 0.0156 13 M
9-11 0.0625 12 10 | 18-48 0.1250 15 M
9-13 0.0625 14 11 | 18-52 0.0625 13 12
9-15 0.1250 11 10 | 18-55 0.0313 12 9
9-24 0.0625 9 8 19-20* 0.5000 22 15
9-26 0.1875 14 12 | 19-23* 0.5000 12 12
9-31 0.2500 16 12 | 19-24 0.2500 15 10
9-41 0.1250 14 13 | 19-31 0.2500 12 11
9-43* 0.5000 19 16 | 19-54 0.2500 15 12
9-44 0.1250 15 14 | 19-55 0.2500 15 M
10-21* 0.5000 17 13 | 20-23* 0.5000 15 13
10-34* 0.5000 14 10 | 20-24 0.2500 19 M
10-47 0.2500 15 13 | 20-31 0.2500 15 12
11-13 0.2500 14 12 | 20-54 0.2500 20 14
11-19 0.2500 17 13 | 21-34 0.2500 15 13
11-20 0.2500 15 11 | 21-47 0.5000 18 14
11-24* 0.5000 16 11 | 21-52 0.2500 16 13
11-31 0.0156 11 8 22-28 0.3750 16 13
11-41 0.0078 15 12 | 22-29 0.2500 13 12
11-43 0.0313 11 9 | 22-32* 0.5000 18 12
11-44 0.0313 10 8 22-34 0.2500 13 9

*Touros com alto coeficiente de parentesco e grande niumero de alelos em comum
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Tabela 21 — Continuagao

Pares Coef. Parentesco NAC NLC | Pares Coef. Parentesco NAC NLC
22-38 0.2500 10 9 33-37 0.1250 14 11
22-40 0.1250 13 11 | 33-39 0.1250 13 11
22-46 0.2500 13 11 | 3348 0.1250 18 13
22-49 0.2500 17 13 | 33-49 0.2500 17 14
23-31 0.5000 10 9 33-50 0.2500 15 13
23-54* 0.5000 15 11 | 33-51 0.0078 13 12
24-31 0.0156 10 9 34-38 0.2500 11 10
24-41 0.0078 12 11 34-47 0.1250 14 12
24-43 0.0313 5 5 | 35-36 0.2500 17 15
24-44 0.0313 8 7 35-40 0.1250 13 11
24-45 0.2500 16 12 | 35-45* 0.5000 17 13
25-33 0.0156 14 13 | 35-50 0.1250 15 12
25-37 0.0313 11 9 35-51 0.0625 14 11
25-39 0.0313 13 11 | 36-40 0.0625 11 10
25-41 0.0469 13 10 | 36-45 0.2500 14 11
25-51 0.1250 12 12 | 36-47 0.0625 14 11
26-31 0.0469 15 11 | 36-50 0.0625 16 12
26-41 0.0234 14 11 36-51 0.0625 11 10
26-43 0.0938 11 9 37-39 0.2500 17 14
27-33 0.2500 16 13 | 37-51 0.0156 11 8
27-48* 0.5000 22 15 | 38-40 0.1250 14 11
27-49 0.2500 19 15 | 38-46 0.2500 14 11
27-50 0.2500 17 14 | 38-49 0.2500 16 12
28-29 0.1250 14 12 | 39-51 0.0156 11 9
28-32 0.2500 16 12 | 40-45 0.1250 13 12
28-38 0.1250 13 10 | 40-46 0.1250 13 12
28-40 0.0625 14 11 | 40-47 0.0625 12 10
28-46 0.1250 15 11 | 40-48 0.1250 12 10
28-49 0.1250 15 13 | 40-49 0.1250 15 13
28-50* 0.5000 14 13 | 40-50 0.2500 17 1
29-32* 0.5000 18 14 | 41-43 0.0625 11 9
29-38 0.2500 15 10 | 41-44 0.0156 17 14
29-40 0.1250 14 11 | 43-44 0.0625 13 12
29-46 0.2500 14 12 | 45-50 0.1250 17 12
29-49 0.2500 12 10 | 46-49 0.2500 16 13
31-41 0.1250 15 12 | 47-50 0.0625 16 11
31-43 0.1250 14 10 | 47-52 0.1250 16 14
31-44 0.0313 11 11 | 48-49 0.1250 16 15
31-54 0.2500 14 12 | 48-50 0.1250 17 14
32-38* 0.5000 16 13 | 48-52 0.0313 12 10
32-40 0.2500 18 13 | 48-55 0.0156 13 10
32-46* 0.5000 19 15 | 52-53 0.0313 15 14
32-49* 0.5000 19 15

*Touros com alto coeficiente de parentesco e grande numero de alelos em comum



O valor do coeficiente de parentesco foi calculado para todos os
touros, de forma que cada um foi analisado com todos os outros que
apresentavam qualquer nivel de parentesco. O alto valor de coeficiente de
parentesco encontrado para alguns pares de touros pode ser justificado pelo
numero reduzido de animais, 0 que gera um aumento de acasalamentos
utilizando individuos aparentados. O aumento de acasalamentos entre
individuos aparentados pode estar relacionado ao uso de inseminagao
artificial utilizando-se os mesmos touros em varios rebanhos diferentes
(VANZIN, 2007).

Os valores encontrados para coeficiente de endogamia e de
parentesco dos touros, mostram a importancia de se utilizar marcadores
informativos, com alto poder de exclusdo e PIC para maior discriminagao
dos animais em teste. Estas informagdes sugerem, mais uma vez, que um
painel especifico para zebuinos deve ser desenvolvido para que se possa

obter um resultado confiavel nos testes de paternidade.
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6. CONCLUSOES

Os marcadores 6-1, 10-1, 11-3, 20-1 e 28-2 foram oS mais

informativos para a populacéao testada.

Utilizando-se marcadores mais informativos para a populacédo
analisada pode-se reduzir o numero de marcadores utilizados, o que podera
diminuir o custo dos testes de paternidade. Para isso, um painel especifico

para zebuinos deve ser elaborado.

Os erros de paternidade encontrados no presente estudo ocorreram

na mesma frequéncia nas duas populagdes testadas.

A ocorréncia de erros de paternidade dentro das fazendas
classificadas com A foi menor quando comparada com as fazendas
classificadas como B. Isto sugere que os niveis tecnolégicos e de manejo

podem ter efeito sobre a frequéncia de erros.

A avaliagcdo dos touros mostrou que para aqueles com sémen

altamente difundido a frequéncia de erros de paternidade foi maior.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a importancia de um
controle mais eficaz nos rebanhos participantes dos programas de
melhoramento. Dessa forma sera possivel obter ganhos mais promissores

utilizando teste de progénie.
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ANEXO |

Condigbes de amplificacdo dos marcadores adicionais utilizados na

realizacdo do teste de paternidade.

Marcador 6-1

10 ciclos 25 ciclos
Desnat. Desnat. Anel. Ext. Desnat. Anel. Ext. Ext. Final
94°C 94°C 62°C 72°C 94°C 52°C 72°C 72°C
00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 | 45:00:00
Marcadores 10-1 e 11-3
10 ciclos 25 ciclos
Desnat. Desnat. Anel. Ext. Desnat. Anel. Ext. Ext. Final
94°C 94°C 64°C 72°C 94°C 54°C 72°C 72°C
00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 | 45:00:00
Marcador 20-1
10 ciclos 25 ciclos
Desnat. Desnat. Anel. Ext. Desnat. Anel. Ext. Ext. Final
94°C 94°C 60°C 72°C 94°C 50°C 72°C 72°C
00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 00:30 | 45:00:00
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ANEXO I

Probabilidade de exclusdo combinada para toda a populagao

analisada, utilizando-se somente os marcadores mais informativos.

1M 2M 3M 4M 5M 6M ™ 8M M
6-1 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719
11-3 0,818 0,818 0,818 0,818 0,818 0,818 0,818 0,818
28-2 0,712 0,712 0,712 0,712 0,712 0,712 0,712
10-1 0,759 0,759 0,759 0,759 0,759 0,759
201 0,533 0,533 0,533 0,533 0,533
BM2113 0,495 0,495 0,495 0,495
INRA23 0,544 0,544 0,544
TGLA122 0,536 0,536
TGLA126 0,589
0,719 0,94886 0,98527 0,99645 0,99834 0,99916 0,99962 0,99982 0,99993

o1



