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Resumo

O melhoramento genético animal no Brasil obteve resultados interessantes sobre o
ganho genético dos animais domésticos, principalmente a selecdo assistida por marcadores
moleculares. A producdo animal realizada pelo sistema cldssico de melhoramento permitiu
um aumento significativo sobre o ganho genético dos animais. Porém, este pode ser mais
significativo com uso de técnicas e ferramentas da Biologia Molecular para selecdo e
preservacdo de animais. Eles possuem genes de grande importancia ao melhoramento
genético e de modo geral estdo em risco de extingdo. A raca Pé-Duro € um exemplo de raca
nativa brasileira sobre a qual sdo conhecidos apenas dados parciais sobre sua populagdo.
Sabe-se que existe um pequeno numero de animais distribuidos na Regido Nordeste,
concentrando-se principalmente no Estado do Piaui onde estd localizado o nucleo de
conservacgdo da raca. No presente trabalho priorizou-se a obten¢do de material genético por
métodos préticos e economicamente vidveis. Foram testados protocolos ndo-invasivos para
a extracdo de DNA genOmico, selecionando-se e otimizando-se marcadores moleculares
microssatélites ancorados (ISSRs) para caracterizacao e avaliacio da diversidade genética e
estrutura populacional da raga Pé-Duro. Avaliaram-se os protocolos CTAB, Chelex®100 e
Chelex®100 com Proteinase K quanto ao tempo, seguranca e quantidade de DNA extraido.
O protocolo Chelex100 com proteinase apesar de requerer mais tempo, foi o que extraiu
mais DNA, sendo um protocolo bastante seguro para manipulagdo. Ao extrair o material
genético de 364 animais da raca Pé-Duro e utilizar os marcadores moleculares ISSRs
definiu-se a estrutura genética e a variabilidade das populacdes. Utilizou-se os programas
estatisticos ALERQUIN e HICKORY para analise genética das populacdes. Utilizou-se 29

primers de microssatelites ancorados dos quais 5 amplificaram bandas consistentes e
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reprodutiveis aos mesmos loci em 74 animais, produzindo 55 loci polimoérficos. Os
fragmentos amplificados correspondem as bandas com tamanhos varidveis entre 1900pb
(UBC-895) e 300pb (UBC-886). Com a AMOVA obteve-se os seguintes resultados de
variabilidade genética entre grupos 20.24%, entre populacdes dentro de grupos 21.59% e
entre populacdes 58.17%. O dendograma obtido pela andlise de Cluster baseada no
coeficiente de similaridade Jaccard corroborou para confirmagdo dos dados apresentados
pela anélise de variancia molecular (AMOVA). As populacdes da raga Pé-Duro analisadas
com marcadores microssatelites ancorados possuem variabilidade genética distinta e

poderao ser utilizadas em programas de melhoramento genético de outras ragas.

Palavras-chave: diversidade genética, marcadores moleculares, ISSR, raca nativa,
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Abstract

The breed’s genetic improvement had interesting results concerning to genetic gain
for animals in Brazil, mainly the assisted selection using molecular markers. The animal
production, achieved through the classic improvement system, allowed a significant rise of
the animal genetic gain. The state of Piaui, in the Northeast region of Brazil, is where can
be found the most significant number of a native cattle named Pé-Duro that has important
genes for breed improvement. It is in risk of extinction and information such as its general
number and the farms where these bovines stay are not well-known. There is already a
nucleus for genetic preservation of the Pé-Duro. The molecular biology techniques and
tools used to select and preserve native animals can provide reliable results to increase
breed improvement. In this work, one priority was to obtain genetic material using simple
and inexpensive method. The aim was to test non-invasive protocols to extract DNA,
selecting and optimizing the molecular markers ISSRs (Inter Sequence Simples Repeats)
and SSR (Sequence Simples Repeats) to characterize the Pé-Duro cattle and to analyze its
genetic diversity and the structure of its population. The protocols CTAB, Chelex®100 and
Chelex®100 with K proteins were evaluated on the subject of time, security and quantities
of DNA. The Chelex100 with K proteins protocol was the most trustworthy and the one
that provided sufficient DNA. Material from 364 animals was collected to extract DNA
where was applied the ISSR to define the genetic structure and diversity. The statistic
analysis was supported by ALERQUIN and HICKORY systems. Out of the 29 primers of
Inter Sequence Simple Repeats, just 5 amplified consistent and reproducible fragments per
loci in 74 animals gave 55 polymorphic loci. The amplified fragments have size between

1900pb (UBC-895) and 300pb (UBC-886). The results of AMOVA showed a genetic
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variation within groups of 20.24%. Between populations and the groups the result was
21.59%. And between populations it was 58.17%. The dendogram obtained by Cluster

analyses confirm AMOVA data. The breeds of Pé-Duro analyzed with ISSR have distinct

genetic diversity and can be used for others breed improvement programs.

Keys-word: genetic diversity, molecular markers, ISSR, native cattle.



1. INTRODUCAO

Selecionar animais com alto potencial génico sempre foi um desafio. Nossos
ancestrais selecionavam animais de modo empirico baseados nas observagdes e avaliacdes
das caracteristicas relacionadas aos fenétipos de produgcdao e nem sempre conseguiam oS
resultados que almejavam. Atualmente, o melhoramento genético animal no Brasil obteve
resultados positivos sobre o ganho genético dos animais domésticos, principalmente com a
selecdo assistida por marcadores moleculares, importante ferramenta da Biologia
Molecular.

Definir qual o percentual da participacdo dos genes e do ambiente na expressao de um
fendtipo animal, até os dias de hoje é uma tarefa dificil, principalmente as caracteristicas
que resultam da acdo de vérios genes. Pois, os fendtipos sao resultado da expressdao do
conjunto génico e de sua interagdo com fatores ambientais. Porém, os conhecimentos
genéticos e o desenvolvimento de tecnologias da Biologia Molecular tém contribuido para
identificacdo correta dos fenétipos de interesse econdmico (PEREIRA, 1999).

A produgdo animal dirigida pelo sistema cldssico de melhoramento permitiu um
aumento significativo sobre o ganho genético dos animais no Brasil. A produgdo brasileira
de leite, por exemplo, aumentou em 9,88% (CEPEA, 2007) no ano de 2007, resultado da
maxima expressao genética favorecida por um manejo adequado, uma alimentacdo e efeitos
ambientais. No entanto, os animais domésticos t€m apresentado ganhos genéticos
superiores nos paises desenvolvidos onde as ferramentas da Biologia Molecular sdo mais
acessiveis (REGITANO e COUTINHO, 2001).

Sabe-se que a pecudria € uma atividade secular no Brasil e até os dias de hoje,

mantém-se como uma atividade de grande expressao econdmica. Iniciou-se no governo de
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Tomé de Sousa e teve grande importancia no delineamento da economia colonial,
viabilizando a colonizacdo e o desenvolvimento do interior do Brasil colonial. Os bovinos
foram um dos elementos usados para obtencdo de terras, além de servir como forca de
trabalho nos engenhos e no cultivo da cana-de-acicar (NASCIMENTO, 2003).

Os principais pontos de entrada de bovinos no Brasil, durante o periodo colonial,
foram os Portos de Olinda, Salvador e Sao Vicente, atual estado de Sdo Paulo. A partir
desses trés locais os bovinos, trazido pelos portugueses, comecaram o povoamento dos
campos naturais do Brasil e por selecdo natural formaram grandes rebanhos que originaram
diversas racas bovinas que atualmente ja estdo melhoradas para algumas caracteristicas de
interesse econdmico (CAMARGO, 1990; BRITTO, 1998) e outras ragas em risco de
extin¢do, a exemplo tem-se a raga Pé-Duro.

De acordo com ATHANASSOF (1957) e NOGUEIRA NETO (1980), os bovinos
introduzidos no Brasil no século XVI pertenciam a trés troncos: Bos taurus ibericus, Bos
taurus aquitanicus € Bos taurus batavicus e todos constituiam as ragas Ibéricas. Santiago
citado por Carvalho et al.(2001) afirma que o gado Pé-Duro formou-se no norte do Brasil,
especialmente na Regido Nordeste e no Vale do Sdo Francisco de onde migraram para os
campos de Minas Gerais e Goids.

A raca Pé-Duro ¢ um exemplo de raca nativa brasileira sobre a qual s@o conhecidos
apenas dados parciais sobre sua populacdo. Sabe-se que existe um pequeno ndmero de
animais distribuidos na Regido Nordeste, concentrando-se principalmente no Estado do
Piaui onde esta localizado o nicleo de conservacgdo da raca.

O projeto é coordenado por uma equipe de pesquisadores da Embrapa Meio-Norte na
Fazenda Experimental Octavio Domingues, em S@o Jodo do Piaui. De acordo com a

Sociedade Brasileira de Criadores de Pé-Duro (SBPD) ha um total de 1519 bovinos da raca
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Pé-Duro distribuidos na Paraiba, Maranhdo e Piaui, onde se concentra o maior nimero dos
animais.

O objetivo em conservar a raca Pé-Duro possui varias justificativas entre elas
destacam se a contribui¢do que esses animais tiveram no desenvolvimento do Estado do
Piaui e por sua efetiva participagdo no processo de colonizacdo, formacdo cultura e
econOmica. Além dos legados histdricos, outra forte razdo para conservar esta raca € seu
iminente potencial para producdo de carne organica, pois a notdvel resisténcia a parasitas
confere a menor utilizacdo de medicamentos (EMBRAPA, 2006).

A raca Pé-Duro é um recurso genético brasileiro, possuem um conjunto génico
distinto sendo responsdvel pela adaptacio e sobrevivéncia dos animais em Ecossistema de
Caatinga. Assim, a criagdo de bovinos Pés-Duros ou de seus mesticos mostra-se
promissora para atividade agropecudria que poderd aproveitar as pastagens naturais de
baixa qualidade, especialmente na zona semi-drida do Nordeste Brasileiro (CARVALHO,
1985; CARVALHO et al., 2002) assumindo grande importancia econOmica.

Além de preservar é importante estabelecer a origem e a diversidade genética das
racas adaptadas, o que pode ser feito por meio de marcadores moleculares. Atualmente
existem diversos tipos de marcadores, os quais utilizados de acordo com sua adequacao aos
objetivos propostos em estudo de Genética e de Melhoramento Animal. Do mesmo modo,
existem diferentes métodos de obtencao de DNA, estabelecidos em protocolos que variam
quanto ao tempo, seguranca e diferentes tecidos para obtencdo de material genético que
podem ser invasivos ou ndo-invasivos.

No presente trabalho priorizou-se a obtencdo de material genético por métodos
praticos e economicamente vidveis. Testando-se protocolos ndo-invasivos para a extragao

de DNA genOmico, selecionando-se e otimizando-se marcadores moleculares
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microssatélites e microssatélites ancorados (ISSRs) para caracterizacdo da raca Pé-Duro e
avaliacdo da diversidade genética e estrutura populacional.

Este trabalho estd estruturado em Introdugdo, Revisdo de Literatura e dois capitulos
na forma de artigos cientificos. No primeiro capitulo avalia-se a eficiéncia dos protocolos
de extragdo de DNA por métodos ndo-invasivos. Sao avaliados e discutidos trés protocolos
quanto a eficiéncia de material extraido e seguranca na manipulagdo da técnica. Os aspectos
mercadoldgicos para extracdo ndo compdem esse estudo, uma vez que outros autores ja
comprovaram o baixo custo e acessibilidade para extracdo de DNA, principalmente os
protocolos baseados na resina Chelex®.

O segundo capitulo compreende a selecdo e a otimizacdo dos marcadores moleculares
microssatélites de DNA e microssatélites ancorados para caracterizagdo da raga Pé-Duro e
avaliacdo da diversidade genética. As varidveis avaliadas foram: temperaturas de
anelamento dos primers e a concentracdo dos reagentes utilizados na PCR (Reacdo em
Cadeia da polimerase) para amplificacdo dos segmentos do genoma bovino através dos
painéis de marcadores selecionados. Obteve-se uma visao parcial da diversidade genética e
estrutura populacional da raga utilizando os microssatélites ancorados que ainda nao foram
utilizados em estudos com bovinos da raca Pé-duro.

Os capitulos sdo apresentados no formato de artigo cientifico, com Titulo (Portugués
e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Keywords; Introdu¢do com Revisdo de
Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdao; Conclusio e Referéncias
Bibliograficas em conformidade com as normas de publicac@o dos periddicos selecionados.

O primeiro capitulo segue as normas da Revista Biotechnology (ISSN: 1682-296X) e
parte do segundo que estd condensado em dois artigos, segue as normas da Revista

Brasileira de Zootecnia (ISSN:1516-359X) da Sociedade Brasileira de Zootecnia para um
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artigo que estd condensado no segundo capitulo. A outra parte do segundo capitulo compde
um terceiro artigo escrito segundo as normas da Genetics and Molecular Biology (ISSN:
1415-475X). A Revisdo de Literatura serd publicada como artigo na Série Documentos

(Periddicos, ISSN: 0104-866X) da Embrapa Meio-Norte.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Bovinos da Raca Pé-Duro

Racas nativas originam-se por processos de especiacdo que ndao foram concluidos.
Quando uma espécie sofre selecao natural, varias pressdes atuam sobre o conjunto génico
ancestral que ao longo do tempo resulta em populacdes com caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e comportamentais distintas até se adaptarem as condigdes ambientais de um
determinado ecossistema.

A selecdo, a recombinacdo génica e as mutacdes conduzem o processo evolutivo
permitindo a origem de novas espécies. Porém, as caracteristicas existentes entre as
populacdes que se segregam continuam similares até que o processo de especiacdo se
complete. Porém, enquanto as populacdes divergentes mantiverem fluxo gé€nico e sucesso
reprodutivo, serdo classificadas como racas (GRIFFITHS et al., 2002).

Os bovinos sdo exemplos cldssicos de especiagdo incompleta. As ragas bovinas
brasileiras formaram-se através da selecdo natural sobre o conjunto génico de animais
ancestrais origindrios da Europa. Eles foram expostos a condi¢des climaticas e bioldgicas
das diferentes regides brasileiras e passaram a expressar fendtipos adequados aos seus
ambientes especificos. Essas adaptacdes surgiram como resposta as pressoes seletivas que
favoreceram a expressdo dos genes responsdveis pela sobrevivéncia nesses ambientes
(PEREIRA, 1999).

Na América do Sul as ragas nativas de bovino se formaram a partir de varios rebanhos
trazidos por colonizadores portugueses e espanhdis (CARVALHO, 1981; CARVALHO,
1985; MARIANTE e CAVALCANTE, 2000), uma vez que esses animais nio existiam no
continente Americano. Porém, a participacdo dos espanhodis na formacao das racas nativas
de bovinos brasileiros € controversa. Historicamente sabe-se que as influéncias da
colonizagdo espanhola, segundo relatos histéricos, ficaram concentradas na América
Central e por¢do ocidental da América do Sul. No Brasil, a atuagc@o espanhola foi limitada
pelo Tratado de Tordesilhas e segundo ATHANASSOF (1957), este foi o unico pais da
América do Sul a receber gado de origem portuguesa.

A participacdo desses animais no desenvolvimento sécio-cultural e econdmico da

sociedade brasileira foi impactante e notéria. Durante o periodo da colonizagao brasileira os
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bovinos foram wusados como alimento, forca de trabalho, matéria-prima e ainda
contribuiram com o processo de povoamento do interior brasileiro.

Nos primeiros anos de coloniza¢do os bovinos foram usados na produgdo agucareira
arando a terra ¢ movendo os engenhos até que as terras férteis do litoral destinadas ao
cultivo da cana-de-aguicar foram ameacadas pela atividade pecuarista que necessitava das
pastagens para sustentar o gado. Com isso, os animais adentraram os sertdes em busca de
espaco para sobreviver, desencadeando o processo de povoamento dos campos naturais do
Brasil, a medida que iam se adaptando as diferencas ambientais e constituindo os grandes
rebanhos de gado denominados “crioulos” (SANTIAGO, 1975; CAMARGO, 1990).

Os rebanhos crioulos diversificaram-se e deram origem as diferentes ragas nativas,
entre as quais se destacam a ragca Crioula Lageana adaptada as variagdes climaticas de frio e
calor na Regido Sul (RIBEIRO, 1993), a raca Mocho Nacional na Regidao Centro-Oeste
(ROSA, 1992) e a raca Pé-Duro adaptada as condi¢des do semi-arido na Regiao Nordeste
(CARVALHO, 1981; BRITTO, 1987; BRITTO, 1998).

Esses rebanhos ancestrais lentamente passaram a expressar caracteristicas e
adquiriram uma identidade racial apresentando caracteristicas fenotipicas adequadas a
sobrevivéncia aos diferentes biomas brasileiros. Atualmente, algumas dessas ragas
participam ativamente da produgdo agropecudria tendo sido melhoradas geneticamente para
caracteristicas de interesse econdmico (SANTIAGO, 1975; CAMARGO, 1990; PRIMO,
1992; BRITTO, 1998).

Segundo ATHANASSOF (1957), a raca Pé-Duro originou-se a partir do tronco étnico
Bos taurus ibericus, ao qual pertenciam as ragas ibéricas Alentaja, Galega e Mirandesa. A
raca Pé-Duro formou-se na regido Nordeste, principalmente no Vale do Sdo Francisco e
depois se espalhou para outras regides onde se tornaram conhecidas como raca Curraleira
(Santiago citado por CARVALHO et al.,, 2001) e atualmente, apresentam diferencas
fenotipicas como resultado das influencias ambientais do ecossistema de Caatinga.

DOMINGUES et al. (1956) sugeriram padrdes provisorios para selecdo da raca Pé-
Duro esclarecendo que esses padroes poderdo ser modificados de acordo com as
necessidades sugeridas. Estes autores recomendam que os animais sejam selecionados
tendo em vista sua resisténcia e adaptacdo ao meio e sugerem altura e peso minimos

respectivamente, de 1,24 m e 380 kg para machos e 1,38m e 300kg para fémeas. Além
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disso, fornecem dados sobre conformacdo da cabeca que é pequena com perfil
sub-concavo, chifres curtos, orelhas pequenas, boca grande, ventas largas, pescoc¢o fino,
barbela, umbigos reduzidos, auséncia de cupim, vassoura preta, membros delgados e
pelagem variada. Esses padrdes citados podem ser visualizados nas figuras 1 e 2, nas quais
podem ser observadas, bovinos Pés-Duros pertencentes ao rebanho da Embrapa Meio-
Norte no municipio de Sdo Jodo do Piaui.

Além do perfil morfologico da raga, CARVALHO (1981) destaca que caracteristicas
etoldgicas como rusticidade e docilidade sdo marcantes no gado Pé-duro. O autor ainda
afirma que essas caracteristicas poderiam ser utilizadas em programas de melhoramento
genético permitindo a exploracdo econdmica das racas que possuam menor resisténcia
térmica e expressem comportamentos menos docéis, isso, facilitaria 0 manejo e estimularia

a pecudria em regides de clima semi-arido.

P

Figura 1. Touro do nicleo de Conservacdo da Fazenda Experimental Octavio Domingues,
Embrapa Meio-Norte.
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A raga Pé-Duro foi criada nas pastagens naturais do Sertdo Nordestino com minimos
cuidados sanitdrios e alimentacdo de pouca qualidade nutricional (CARVALHO e
AMORIM et al., 1989) expressando caracteristicas de extrema rusticidade que se
refletiram na constituicdo robusta, forte e ligeira (NASCIMENTO, 2003).

Esses bovinos tornaram-se recurso genético, uma vez que devem possuir genes Unicos
de grande potencial econdmico a pecudria brasileira que seria responsdvel pela expressdao
dos fenétipos de resisténcia térmica, imunoldgica e deficiéncia nutricional garantindo a
sobrevivéncia desses animais dentro das condi¢des ambientais invidveis as ragas comerciais
exploradas atualmente MARTIN-BURRIEL et al. (1999)

Para CARVALHO (1984), a utilizacido da raca Pé-Duro em programas de
melhoramento genético € fundamental. Porém, faz-se necessdrio que os animais sejam
conservados e avaliados molecularmente para que suas caracteristicas adaptativas possam
ser utilizadas na formacdo de um banco de informacdes genéticas (BRITTO, 1995) que
auxiliem na sele¢@o dos animais e na gestdo dos rebanhos.

Acredita-se que o conhecimento sobre a diversidade genética e a estrutura da
populacdo da raca Pé-Duro promoveria um desenvolvimento significativo para pecudria
brasileira, especialmente para producio em regiio de Semi-Arido. Pois, além de estarem
adaptados, requerem baixos investimentos o que favorece a criagdo pelo pequeno produtor
rural.

A produgio de leite e carne a partir dos rebanhos Pés-Duros seria de baixo custo, uma
vez que ndo se faz necessdrio investimento em grande infra-estrutura para crid-los.
Posteriormente, poderiam ser inclusos em programas de melhoramento para produgdo de
carne organica, pois apresentam alta resisténcia a parasitas € microorganismos o que reduz
a utilizacdao de medicamentos (EMBRAPA, 2006).

Os rebanhos de bovinos nativo constituiram a base da pecudria na América do Sul,
embora a maioria das racas encontra-se em risco de extin¢do por causa de cruzamentos
absorvente utilizando ragas exoéticas como as Zebuinas. Os criadores nordestinos
acreditavam que melhoramento dos animais resultantes dos cruzamentos dos animais
nativos com os animais exéticos se dava pelo material genético exégeno. O qué acabou por
subjugar o potencial genético das racas nativas que eram consideradas inferiores

(CAMARGQO, 1990).
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Até o momento, ndo se conhece adequadamente o valor genético nem o potencial
zootécnico da raca Pé-Duro. E a extincdo do gado nativo representard uma perda
irrepardvel a pecudria nacional considerando que genes de interesse econdmico que
poderiam ser utilizados pelo melhoramento genético, tais como, os genes de resisténcia a
doencas e as altas temperatura (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000), desaparecam da
populacdo.

O processo de extincdo da raca Pé-Duro comecou com a introducdo da raca Zebu, que
aos poucos foi substituindo o gado nativo por meio da castracdo de machos e cruzamentos
das fémeas Pés-Duros por reprodutores Zebu (CARVALHO, 1985; BRITTO, 1998). Os
rebanhos da raca Pé-duro foram gradualmente modificando constituindo-se por um grande
nimero de animais mesticos, ou seja, sem raca definida resultantes dos cruzamentos
seletivos e ndo sistemadticos entre Bos taurus € Bos indicus. Por ndo estarem adaptados as
condicdes climdticas da Caatinga, os mesticos tiveram suas caracteristicas de producao
comprometidas, além de baixa resisténcia e consequentemente maiores problemas
sanitdrios (BRITTO, 1998).

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Criadores de Pé-Duro ha 1519 animais
dessa raca distribuidos entre os Estados do Maranhdo, Paraiba e Piaui, sendo que neste
ultimo encontra-se em maior nimero e ampla distribuicdo. Porém, alguns criadores ainda
véem os bovinos Pés-Duros como animais de baixo padrdo zootécnico e essa concepgao
tem dificultado as estratégias de conservagado, pois continuam estimulando a formacao de
mesticos. CARVALHO (1983) e BRITTO (1998) confirmam a predominancia das
populacdes de Pés-Duros no Estado do Piaui, porém BRITTO (1998) ressalta a existéncia
de um significante nimero de mesticos dentro dessas populacoes.

A iniciativa do Dr. José Herculano de Carvalho, pesquisador da Embrapa Meio-Norte,
foi notdéria e eficiente para manutencdo da raca Pé-Duro através de um programa de
conservacgdo situado na Fazenda Experimental Octavio Domingues, em Sdo Jodo do Piaui,
iniciando o projeto em 1983 com 10 touros e 25 vacas. Na figura 2 pode se visualizar
alguns dos animais que constituem o atual rebanho de conservacao.

O nudcleo de preservagdo da raga Pé-Duro € responsabilidade da equipe de
pesquisadores da Embrapa Meio-Norte e faz parte do projeto “Colecdes Bioldgicas”,

coordenado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN).
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O gado tem sido criado em sistema extensivo em pastagens naturais no Bioma da
Caatinga com poucas interferéncias humanas, especialmente sobre os acasalamentos e
alimentacdo.

Material genético e células gaméticas da raca Pé-Duro tém sido coletados para
preservacgdo, constituindo parte do projeto Cole¢des Bioldgicas. Esse material serd utilizado
para desenvolver trabalhos com inseminagao artificial, formacdo de banco de germoplasma
e caracterizacdo genética. Esses procedimentos servirdo para definir manejo genético,
selecionar animais para melhoramento e colaborando com o iminente desenvolvimento

agropecudrio em fungdo da participacdo desta raca.

FIGURA 2. Grupo de animais do rebanho do nicleo de conservacdo da Fazenda
Experimental Octavio Domingues, Embrapa Meio-Norte.
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2.2 Historia e Importancia Economica da Raca Pé-Duro

Os primeiros bovinos chegaram ao Brasil em 1534. Desembarcaram no porto de Sao
Vicente (LIMA et al. 1990) e posteriormente em Pernambuco e litoral da Bahia
(MARIANTE, 1993). A priori, os bovinos serviram como alimento e forca de trabalho
movimentando os engenhos e arando a terra (BRITTO, 1995), participaram diretamente
para abertura dos caminhos que conduziam ao sertdo brasileiro contribuindo com o
processo de colonizagdo do interior do Brasil (NASCIMENTO, 2003).

Os bovinos introduzidos pelos colonizadores portugueses no Brasil pertenciam a trés
troncos étnicos: Bos taurus ibericus, Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavicus
(NOGUEIRA-NETO, 1980; CARVALHO e PEREIRA, 1981). Dentro desses grupos
taxondmicos encontravam-se todas as ragas de bovinos existentes na Peninsula Ibérica
durante o século XV.

Atualmente em Portugal, os bovinos do tronco ibericus constituem se pelas racas
Barrosa, Mirandesa, Minhota, Alantejana e Arouquesa que provavelmente participaram da
constituicdo genética das racas de bovinos brasileiros (MARIANTE e CAVALCANTE et
al., 2000), bem como da raga Pé-Duro, ainda no periodo da colonizacao brasileira.

Nos primeiros anos de coloniza¢cdo, ABREU (1954) nos afirma que o gado era criado
na faixa litoranea servindo para alimentar os colonos e para movimentar os engenhos de
cana-de-actcar. E com o passar do tempo, os rebanhos foram crescendo € comecaram a
competir pelas mesmas terras destinadas ao cultivo da cana. Isso se tornou um problema
socioecondmico, pois, a agricultura exigia as melhores e mais estratégicas terras para
cultivo e exportacdo do agucar e os rebanhos ainda ndo tinham expressao econdmica para
requerer as terras férteis do litoral. Assim, elaborou-se um Decreto real que proibia a
criacdo de gado nessas faixas de terra. E a conseqiiéncia direta dessa proibi¢do foi a
ocupacdo das terras ainda ndo colonizadas e exploradas economicamente.

NASCIMENTO (2003) afirma que Garcia D“Avila foi o pioneiro na criagdo de gado
no sertdo baiano. Ele se tornou o maior latifundidrio da histéria colonial do Brasil e suas
atividades agropastoris inauguraram em 1552 o ciclo econdmico da pecudria na regiao

Nordeste. Ele realizou a primeira comercializacao de bovinos com a Corte Portuguesa.
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O Brasil colonial foi dividido em lote de terras que foram denominados de Sesmarias.
Esses lotes de terra com o tempo se tornaram verdadeiros latifindios e culminaram nos
problemas agrdrios que permanecem até os dias de hoje. As terras eram concedidas
mediante algumas justificativas, entre elas estavam: o cultivo da cana-de-agtcar e a criacdo
do gado. O latifindio de maior expressdo histérica pertenceu a familia D’Avila e ficou
conhecido por “Casa da Torre”. As extensdes territoriais da familia D’ Avila estendiam-se
por quase toda regido Nordeste (ABREU, 1954) e para dominar essa proporcao colossal de
terras os D’ Avilas contavam com assessoria do amigo Domingos Afonso Mafrense.

Segundo NASCIMENTO (2003), Domingos Afonso Mafrense instalou vdrias
fazendas de gado a medida que adentrava no sertdo nordestino com os rebanhos. Ele iniciou
essa trajetoria no vale do rio Sdo Francisco. E a medida que prosseguia o curso dos rios
conduzindo o gado proveniente do nicleo da Bahia, ocupava as regides do rio Canindé,
Tranqueiras, Piaui e Gurguéia. E dessa forma, foi o responsdvel pela coloniza¢ao do Estado
do Piaui.

Para ABREU (1954), as fazendas surgiram como conseqii€éncia dos famosos “currais
de dentro”, construg¢des simples para descanso e manuten¢do dos animais durante a viagem.
Em torno desses currais formaram-se nucleos de povoamento que prosperaram e
originaram vdrias cidades, entre as quais se destaca a cidade de Oeiras, a primeira capital
do Estado do Piaui.

Os bovinos chegaram ao Piaui em 1674, consolidando o povoamento, promovendo o
desenvolvimento econdmico principalmente com o comércio de charque e couro. A
atividade pecudria no Piaui se tornou tdo lucrativa a ponto de atrair Domingos Dias da
Silva. Ele deixou suas terras no Rio Grande do Sul para fundar industria de charque no
Piaui e exportou o produto para a Bahia, Pernambuco, Maranhao, Para e ocasionalmente
para o Rio de Janeiro (ABREU, 1954; BRITTO, 1998).

No periodo colonial, a economia brasileira fundamentou-se no cultivo da cana-de-
acucar que era realizado no litoral e na criacdo e comércio de gado que era atividade
prépria do interior brasileiro. Os criadores por muito tempo tiveram sucesso com atividade
pastoril e foram auténomos social e economicamente, ndo dependendo da coroa para
conduzir o desenvolvimento do sertdo. Esse periodo de prosperidade pastoril na Regiao

Nordeste ficou conhecido como a “civilizagdo do couro” (ABREU, 1954; NASCIMENTO,



31

2003).

O apogeu da pecudria ocorreu com o comércio do couro. Na literatura, esse periodo
foi relatado por ABREU (1954) através de uma listagem de objetos manufaturados com
couro. Segundo este autor, com o couro eram feitas as portas das cabanas, o rude leito, a
cama para partos, o recipiente para carregar agua, o alforje, as cordas, as malas, os
utensilios do vaqueiro, a bainha da faca, as roupas, a sela, o chicote, o chapéu, a mobilia da
casa. Evidenciando a importancia do couro que, segundo BRITTO (1998) foi a matéria-
prima que garantiu dois séculos de tranqiiilidade econdmica ao Estado do Piaui.

NASCIMENTO (2003) acredita que o declinio da pecudria nordestina foi em
conseqiiéncia das secas nos anos de 1745-1746 e 1748-1751 quando a exportagdo de couro
diminuiu significativamente na Paraiba, Rio Grande do Norte e Pernambuco. Nesse mesmo
periodo, o Estado do Ceard tentou recompor seus rebanhos adquirindo gado do Piaui.
Porém, os rebanhos nordestinos nao resistiram a seca de 1791/93 e a pecudria piauiense
também declinou.

Os poucos animais que sobreviveram a essas secas deram origem a raga Pé-Duro. O
gado se adaptou as condi¢des indspitas do semi-arido sendo criados sem qualquer tipo de
manejo. E a natureza colaborou com formacao e defini¢do da raga Pé-Duro através das
pressOes ambientais, ou seja, a selecdo natural. Mas, esses animais participaram ativamente
do desenvolvimento econdmico do Nordeste, especialmente do Piaui, antes de se tornarem
reduzidos e esquecidos com o passar da historia.

Atualmente, a raca Pé-Duro € mais que uma populacdo de bovinos nativos que
resistiu as intempéries fisicas, sociais e culturais. Eles sdo patrimonio historico, bioldgico e
genético, pois participaram da constru¢do do Estado do Piaui; compde uma unidade
ecoldgica e reprodutiva dentro da familia Bovideae; e possuem genes que expressam
caracteristicas de resisténcia que os permitiu sobreviver no Bioma de Caatinga.

O potencial produtivo da raca Pé-Duro foi subjugado. Mas, acredita-se que em breve,
esses animais possam contribuir para o desenvolvimento da pecudria nacional. Através do
melhoramento genético de outras ragas e viabilizando a expansdo da producdo animal na

regido Semi-Arida.
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2.3. Marcadores Moleculares

Marcador molecular € definido como qualquer fendtipo molecular proveniente de
um gene expresso, ou de um segmento especifico de DNA ndo expresso. Correspondem a
pontos de referéncia nos cromossomos, ou seja, seqiiéncias de nucleotideos na estrutura do
material genético (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Algumas seqiiéncias de nucleotideos na molécula de DNA sdo reconhecidas como
marcas moleculares ou pontos fisicos denominados de “loci”. Estes podem ser
determinados e analisados por técnicas da Biologia Molecular para identificar as varia¢des
no genoma dos animais (CHAVES, 2007).

Os primeiros marcadores utilizados para o melhoramento genético foram os
marcadores morfolégicos. Segundo FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998), esses
marcadores foram amplamente empregados para o melhoramento genético até a década de
sessenta. Anos depois, os melhoristas comegaram a utilizar marcadores bioquimicos através
do polimorfismo das proteinas de interesse econOmico, a exemplo da caseina vidvel a
mensuragdo do valor genético em bovinos (REGIANTO e COUTINHO, 2001). Os
marcadores moleculares surgiram mais tarde e viabilizaram a identificagdo do genoma com
maior precisdo e seguranca. Atualmente, existem diversos tipos de marcadores moleculares
e cada marcador apresenta caracteristicas especificas que estdo adequadas a diversos
trabalhos de Genética Animal.

Os marcadores morfoldgicos sao pouco eficientes porque mensuram parcialmente o
genoma. Avaliam apenas o conjunto génico através dos genes funcionais que sdo expressos
resultando nos fenétipos visiveis (CUNNIGHAM, 1990). Porém, a utilizacdo dos
marcadores moleculares possibilita analise mais eficiente do genoma nao se limitando aos
padrdes mensurdveis e visualizados nos animais.

O uso dos marcadores moleculares na pecudria promoveu desenvolvimento genético
dos animais domésticos. Justificada na seguranca em determinar o potencial genético
animal antes mesmo que seus fenotipos se expressem. Animais, ainda em periodo de
desenvolvimento embriondrio podem ter seu valor genético determinado ndo sendo
necessario esperar a fase biologicamente produtiva ou de sua progénie para serem avaliados

(REGITANO e COUTINHO, 2001).
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Atualmente os marcadores moleculares sdao as ferramentas mais eficazes para
estudos de Genética, especialmente para o melhoramento genético das espécies de interesse
econdmico. E ainda assumem papel importante nos programas de conservagdo “in situ” e
“ex situ” de germoplasma de animal em vias de extin¢do. Geram informagdes genéticas que
permitem compreender a histdria, a geografia e as relacdes ecoldgicas com outras espécies.
Além de determinar o nivel de consangiiinidade, a estrutura e a diversidade genética das
populacdes (MORITZ, 1994; HAIG, 1998; BARON, 2000).

Os resultados produzidos com uso de marcadores moleculares minimizam 0s erros
de selecdo animal decorrentes da influéncia ambiental sobre as caracteristicas de interesse
econOmico, permitindo analisar a variacdo das caracteristicas diretamente no genoma do
individuo. Com isso isolam a interferéncia atrOpica e natural, uma vez que os fenétipos de
producdo resultam da expressao poligénica e da interacdo dos efeitos ambientais.

Marcadores moleculares tém sido utilizados para identificar genes de interesse
econdmico em bovinos, loci de caracteristicas de interesse econdmico (QTLs),
identificacdo de paternidade, mapeamento genético, introgressdo de genes uteis, estudos
evoluciondrios, diagndstico precoce de doencas e selecdo assistida por marcadores
(AMARANTE e WOMACK, 2004) e também para caracterizar geneticamente as
populacdes nativas de bovinos (EGITO, 1995).

Os marcadores moleculares mais usados sao RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic), AFLP (Amplified Fragment
Length Polimorphism), minissatélites e microssatétites (Simple Sequence Repeats - SSR)
(VALENTIM et al., 2003). Atualmente, se destacam os ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) denominados também microssatélites ancorados (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Os
marcadores citados, exceto RFLP, sdo baseados na Rea¢cao em Cadeia da Polimerase (PCR-
Polymarese Chain Reaction). Ferramenta Molecular que amplifica fragmentos de DNA
viabilizando o conhecimento do genétipo dos individuos.

Marcadores moleculares RAPD tem sido utilizados na caracterizagdo genética de
racas nativas brasileiras, tais como, a raga Crioula Lageana (SPRITZE et al., 2003), a
Caracu, a Mocha Nacional, a Curraleira (Pé-Duro), a Pantaneira, a Holandesa e a Nelore
(SERRANO, 2001). Essas racas foram estudadas e a diversidade genética de suas

populacdes foi mensurada confirmando a existéncia a alta variabilidade genética. Ao serem
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comparadas com as ragas exdticas e comerciais, as racas nativas realmente revelaram maior
diversidade génica e nisso consiste a necessidade de preserva-las e conservéa-las.

A utilizagdo de RAPD em rebanhos de bovinos espanhéis permitiu a definir a
estrutura genética da populagdo, a identificar uma baixa diversidade genética das racas, os
problemas de fertilidade, a distancia génica entre as populagdes, contribuindo com o
desenvolvimento de um programa de conservacao para as ragas estudadas (PAREJO et al.,
2002).

Os RFLPs foram utilizados em estudos para diferentes ragas bovinas como a Zebu
(ROSA, 1997), Holandesa (DIETZ et al., 1997), Jersey (GILLIESPIE et al., 1999), Nelore
(TAMBASCO et al., 2000), Crioula Argentina (GIOVAMBATTISTA et al., 2001), Gir
(MOTA et al., 2002) e Japanese Black e Japanese Shorthorn (TAKESHIMA et al., 2003)
permitindo diferenciar e determinar as distancias genéticas de uma forma geral, além de
gerar resultados significativos quanto as freqii€ncias alélicas do loco BoLA-DRB,
relacionado a producgdo de leite, exceto para Nelore, cuja aplicagdao do RFLP determinou-as
como diferentes populacdes, provendo base molecular para determinagcdao de sua origem
comum.

Marcadores microssatélites permitiram o desenvolvimento de mapas genéticos na
espécie Bos taurus e Bos indicus. E mesmo apresentando grande potencial descritivo e alto
nivel de polimorfismo os microssatélites ancorados, ou ISSRs, tém sua aplicacio mais
expressiva em vegetais e animais de filos menos complexos, como os artrépodes, como
pode ser verificado nos trabalhos de KANTETKY et al.(1995), BORNET e BRANCHARD
(2001) e PAPLAUSKIENE et al.,(2006).

Ressalta-se que o conteido informativo de um marcador molecular permite
diferenciar cada técnica quanto a sua maior ou menor adequagdo as andlises. Outra
caracteristica importante na adequacdo das técnicas a diferentes andlises é a acessibilidade
ao usudrio. Neste caso, leva-se em consideragdo fatores como custo, mao-de-obra e rapidez
dos ensaios (CHAVES, 2007), e estes critérios sdao bem distintos entre os tipos de

marcadores moleculares mais comumente utilizados.
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2.3.1 Microssatélites

A descoberta do DNA satélite em 1960 através da centrifugacdo do material
genético permitiu a identificacdo de diferentes bandas de DNA que foram classificadas de
acordo com sua funcionalidade e peso de sedimentacdo. A banda principal contém os genes
e as bandas secunddrias apresentam seqiiéncias de DNA repetidas e muito longas, que
foram chamadas de bandas satélites.

Minissatélites sdao seqiiéncias de DNA repetitivo de regides do genoma com
aproximadamente 15 ou mais pares de bases repetidas. JEFFREYS et al. (1985),
desenvolveram a técnica DNA-fingerprinting (seqiiéncias de nucleotideos especificas de
cada ser vivo) ao comprovar que o nimero de repeti¢cdes dos minissatélites eram diferentes
entre individuos de uma mesma espécie.

Os microssatélites sdo seqii€ncias simples repetidas de nucleotideos que apresentam
ampla distribui¢do no genoma dos seres vivos. Sao denominadas por seqiiéncias simples
repetidas SSR (Sequence Simple Repeats - Seqiiéncias Simples Repetidas) ou STMS
(Sequence Tagged Microsatellite Site- Seqiiéncia Alvo em Regido de Microssatélite) ou
Microssatélites (SALLES et al., 2003). Estes nucleotideos sao repetidos, geralmente de 1 a
6 nucleotideos repetidos em “tandem”, visualisados na Figura 3, sendo amplamente
distribuidas no genoma dos eucariotos, apresentam classificagdo de acordo com o nimero
de nucleotideos e a complexidade da seqii€éncia que compde as repeticdes e suas variacoes,
em nudmero de repeticdes, representam o grau de polimorfismo do marcador em um
determinado locus. A genotipagem, determinacdo do nimero de repeticbes de um
especifico microssatélite, de varios loci de microssatélites representa um perfil
caracteristico de cada individuo, “fingerprinting” (MOORE et al., 1994; REGITANO e
COUTINHO, 2001).
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FIGURA 3. Cromatograma do seqiienciamento de uma regido gendmica contendo um

fragmento de DNA repetitivo (TCCA)n.

As repeticoes dos nucleotideos sdo denominadas por mono, di, tri, ou
tetranucleotideos localizados dentro das regides de seqii€éncia unica. As seqii€ncias de
nucleotideos repetidas em “tandem” podem ser produzidas por disfun¢do da polimerase
que copia a mesma seqiiéncia de nucleotideos varias vezes durante a replicacdo do material
genético, recombinacdo desigual ou alinhamento incorreto das fitas de DNA (MOORE et
al., 1994; GRIFFITHS et al., 2002).

Cada marcador microssatélite possui repeticdes geralmente menores que 100 pares
de base nucléicas (TAUTZ, 1989), localizadas em regides cuja taxa de variacdo génica €
alta e, desta forma, caracterizadas por alto polimorfismo. E quando comparados a outros
marcadores moleculares, os microssatélites apresentam as vantagens de serem mais
informativos, codominantes, multialélicos, de alta reprodutibilidade, loci conservados entre
as espécies relacionadas, abundante distribui¢do no genoma, alto polimorfismo e facilmente
obtidos por PCR (SALLES et al., 2003).

Algumas das desvantagens em utilizar marcadores microssatélites sdo: o alto custo,
o grande nimero de etapas para o desenvolvimento destes marcadores, a exigéncia de
profissionais  especializados e  equipamentos  sofisticados = (FERREIRA e

GRATTAPAGLIA, 1998), n3o sdo adequados as andlises que envolvam niveis
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taxondmicos de maior hierarquia (intergenético), familias por exemplo. Pois as regides
flanqueadoras onde os “primers”, ou iniciadores, se anelam podem ndo estd conservadas
ou ter sofrido algum tipo de mutagdo, limitando as interpretagdes dos dados obtidos.
Porém, hé inimeras contribuicdes, tais como: a caracterizagdo genética e selecao de
animais para preservacdo, conservagcao e participacdo nos programas de melhoramento
genético, elaboragcdo do primeiro mapa genético saturado de bovinos (BISHOP et al., 1994)
com 290 loci de microssatélites, determinacdo de paternidade bovinos (USHA et al., 1995).
Estes marcadores foram utilizados amplamente em ragas bovinas (WOMACK e
MOLL 1986; LOFTUS et al., 1994; KEMP et al., 1995; MACHUGH et al., 1997; YANG
et al.,1999; TROY et al.,2001; MANNEN et al., 2004; ZHANG et al., 2007) para diversos

tipos de estudos genéticos.
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2.3.2 Microssatélites Ancorados

Os microssatélites ancorados s@o marcadores dominantes que amplificam regides de
DNA localizada entre duas seqii€ncias de microssatélites. O alto indice de polimorfismo
intra-especifico obtido por estes marcadores vem demonstrando seu potencial para andlises
de variabilidade genética em diferentes organismos (GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ
et al., 1994).

Entre as classes de marcadores moleculares com base na PCR (Reac¢do em Cadeia
da Polimerase), os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) definido por inter-repeticdes de
seqliéncia simples sdo os marcadores moleculares conhecidos por microssatélites
ancorados, 0s quais se caracterizam por sua natureza semi-arbitraria, amplificando através
de PCR em presenca de um oligonucleotideo complementar ou primer, apresentando uma
correspondéncia especifica com a regido de nucleotideos repetidas em tandem
(ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os microssatélites ancorados sdao similares a técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) por apresentarem amplificagdo aleatéria. Ambos possuem grande poder
para discriminar as similaridades genéticas dentro e entre populagdes. No entanto, os
microssatélites ancorados diferem quanto a expressdo dos valores de similaridade genética
e a deteccdo de polimorfismo que sdo superiores aos obtidos por marcadores RFLP e
RAPD (ZIETKIEWICZ et al., 1994; GODWIN et al., 1998).

As vantagens dos microssatélites ancorados compreendem: (1) uma ampla
distribuicao no genoma dos eucaridticos (GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ et al., 1994;
SANCHEZ et al., 1996); (2) o produto de sua amplificagdo gera um padrdo em multilocus
vidvel que pode ser utilizado para andlise de diversidade e construcdo de mapas gendmico;
(3) para o uso da técnica ndo existe necessidade de um conhecimento prévio sobre a
seqiiéncia a ser amplificada, como ocorre com a maioria dos marcadores (MORENO et al.
1998); e (4) segundo BORNET e BRACHARD (2001), estes marcadores permitem a
producdo de informacdes genéticas de modo rdpido, facil, com menores custos e alta
reprodutibilidade.

Os ISSRs ja foram utilizados para determinar a diversidade genética em Zea mays

(KANTETKY et al., 1995), Brassica carinata, Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris,
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Helianthus annuus, Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum ¢ Homo sapiens (BORNET e
BRANCHARD, 2001), Bombyx mori (GOLDSMITH et al., 2005), Apis mellifera
caucasica e Apis mellifera carnica (PAPLAUSKIENE et al., 2006). Estudos confirmam
que estes marcadores permitem a obtenc¢do de excelentes resultados para identificacdo de
cultivares, divergéncia genética, avaliacdo de relacdes filogenéticas, mapeamento
genOmico, estudos populacionais e caracterizagdo genética (GODWIN et al., 1998). Porém,
na literatura ainda ndo foram identificados trabalhos desenvolvidos para andlise genética e

estrutura populacional de bovinos nativos utilizando esses marcadores moleculares.
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Resumo

O isolamento do DNA ¢é uma etapa importante na andlise de estrutura e organiza¢do do
genoma dos animais. Existem na literatura varios métodos de extracio de DNA de
mamiferos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de trés protocolos para
extracdo de DNA de bulbos pilosos de bovinos. Coletaram-se pélos de 250 bovinos da raca
Pé-duro que foram conduzidas ao laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular da
Embrapa Meio-Norte. Avaliaram-se os protocolos CTAB, Chelex®100 e Chelex®100 com
Proteinase K quanto ao tempo, seguranca e quantidade de DNA extraido. Conclui-se que o
protocolo Chelex100 com proteinase, apesar de requerer mais tempo, foi o que extraiu mais

DNA, sendo um protocolo bastante seguro.

Palavras-chave: Chelex, PCR, Proteinase-K, CTAB.
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Introducao

O desenvolvimento da Biologia Molecular nas tdltimas décadas tem sido notdvel.
Entre tantas ferramentas que permitem a condugdo de estudos na drea, assim como na
Genética, destaca-se a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que foi desenvolvida por
SAIKI et al. (1985) e MULLIS et al. (1987), permitindo a reproducdo exponencial de
fragmentos da molécula de DNA.

A PCR permite a realizacdo de testes altamente sensiveis, cujas aplicagdes vao desde
o diagndstico clinico até programas de melhoramento animal. Contudo, tais procedimentos
dependem da habilidade de extrair DNA em quantidade suficiente e com qualidade
adequada a técnica que se pretende utilizar (COELHQO, 2003), uma vez que o DNA € a
matéria-prima para que se possa produzir qualquer conhecimento em Genética (SOLLERO
et al., 2004).

O isolamento do DNA ¢é uma etapa importante na andlise da estrutura e organizag¢ao
do genoma dos animais. Independente do tipo de estudo molecular, as preparacdes de DNA
devem produzir amostras puras suficientes para ndo inibir os tratamentos enzimaticos ou
causar interferéncias nos padroes de migracdo das bandas em gel de eletroforese
(ROMANO e BRASILEIRO, 1999)

Existem na literatura varios métodos de extracdo de DNA de mamiferos (MORIN,
1996). Porém, o método de extracdo de DNA mais tradicional utiliza sangue periférico
permitindo a obtencdo de DNA de alta qualidade, ou seja alto peso molecular, sendo
bastante utilizado em trabalhos que propdem conservagdo de material ex sifu, uma vez que
permite 0 DNA ser armazenado por longo tempo, o que ndo ocorre quando se utiliza

protocolos ndo-invasivos (SAMBROOK et al. 1989).
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Os diferentes protocolos para a obtencio de DNA surgem pela necessidade de
adequacdo aos objetivos do trabalho e devem considerar as caracteristicas e a origem do
tecido ao qual se propde realizar extracdo. Por exemplo, t€m-se os protocolos para extragao
de DNA de plantas e animais, que utilizam tecidos morfologicamente bem distintos.
Entretanto, os protocolos devem priorizar a extracgdo do DNA de boa qualidade,
independente da origem e da classificacdo do tecido (WALDSCHMIDT et al., 1997).

A extracdo de DNA de sangue periférico ¢ um método invasivo de extragdo que
requer mais tempo, utiliza substincias toxicas e volateis, como o fenol, exigindo muito
cuidado ao manipulé-lo, além de ter custos altos com reagentes.

Em estudos cuja proposta € definir a diversidade genética populacional, o grau de
parentesco ou estabelecer filogenias, a obten¢do de DNA de modo rdpido, com seguranca e
em quantidade suficiente para andlise, torna-se uma estratégia mais interessante. Uma
alternativa para obter DNA de mamiferos em menor tempo, com mais seguranca € em
quantidades suficiente para realizar uma PCR, seria extrai-lo de tecido epitelial glandular,
ou seja, dos bulbos pilosos.

A extracdo de DNA a partir de bulbos pilosos possui as vantagens de ndo oferecer
risco a sanidade do animal e apresentar método de coleta e estocagem simples, com baixo
custo, uma vez que ndo exigem reagentes ou equipamentos para conserva¢do das amostras
(VALDERRAMA, 1999).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de trés protocolos para extracdao de
DNA a partir de bulbos pilosos de bovinos, considerando aspectos como tempo, segurancga

e quantidade e qualidade de DNA extraido.
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Material e Métodos
Coleta de Material

Coletaram-se aproximadamente 50 pé€los da vassoura (porcdo final da cauda) de 250
bovinos da raca Pé-duro, provenientes da Fazenda Experimental Octdvio Domingues no
municipio de Sdo Jodo do Piaui, Piaui. As amostras de pélos foram armazenadas em
envelopes de papel e conduzidas ao Laboratorio de Biotecnologia e Biologia Molecular da
Embrapa Meio-Norte onde foram conservados em local seco 4 temperatura ambiente.
Selecionou-se 10 pélos contendo bulbo piloso e cada bulbo foi cortado & 5 mm da base do
pélo. Em seguida o material selecionado foi armazenado em tubos eppendorfs de 500ul

esterilizados.

Protocolos de extracao de DNA

Os protocolos foram selecionados para avaliar os critérios de tempo de extracdo,
seguranca (utilizacdo de substancias toxicas) e quantidade do DNA extraido.

O protocolo I, utilizando Brometo de Cetiltrimetilamonio (CTAB), foi realizado
segundo o método proposto por BOYCE & ZWICK (1989) com adaptagdes. O protocolo
IT utilizou o polimero Chelex®100 em uma solugdo a 10% (WALSH et al. 1991) ¢ o
protocolo III utilizou Chelex®100 com adicio de proteinase K (LACORTE et al. 2004).

No protocolo I adicionaram-se aos tubos eppendorfs com os bulbos 500 uL. de CTAB
(200 mL de solucdo de CTAB: 160 mL H,O milli-Q; 16,36 g NaCl; 400 mL
mercaptoetanol; 20 mL 1 M Tris-HCI, pH 8,0; 8 mL 0,5 M Na,.EDTA, pH 8,0; 4 g CTAB)
que foram vortexados por 1 min. A mistura foi posteriormente incubada em banho-maria a

65 °C durante 1 h; a suspensdo foi homogeneizada com um vértex em intervalos de 30 min.
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ApOs esse periodo, o material foi centrifugado a 14000 X g por 2 min e o sobrenadante
transferido para microtubos contendo 500 UL de cloroférmio:élcool isoamilico.

A solucdo foi homogeneizada e, posteriormente, centrifugada a 14000 X g por 1 min
para precipitacdo das proteinas na interface entre o CTAB e o élcool isoamilico. O
sobrenadante foi transferido para um terceiro tubo contendo 250 pL de isopropanol
resfriado (-20°C), homogeneizado e mantido por 30 seg a 4 °C. Posteriormente, o DNA foi
precipitado por centrifugacdo a 14000 X g por 3 min e o sedimento lavado com etanol 75
%. Centrifugou-se o material por 2 min, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com 1
mL de etanol 100%, sendo que esta lavagem foi repetida. Por fim, o material foi secado a
temperatura ambiente, em capela de fluxo laminar por 20 min e ressuspendido em Tris-
HCI-EDTA (TE), 8.0 pH (filtrado e estéril) e armazenado a —20 °C.

A extracdo de DNA empregando o protocolo II seguiu-se com a adi¢do de 100ul da
solucao Chelex®100 a 10% aos bulbos pilosos selecionados e entdo o material foi
direcionado 4 incubagdo, sob 95 °C, em banho-maria durante 20 min. O conteddo foi entdo
centrifugado a 14000 X g por 3 min e o sobrenadante transferido para tubo de
1,5 pl e armazenando 4 temperatura de - 20°C.

Para o protocolo III, 200 pL da solugao Chelex100 a 10% e 1 uL de proteinase K (20
mg/mL) foram adicionados aos bulbos pilosos e todo o material foi incubado a 55 °C em
banho-maria por 12 h. As amostras foram entdo centrifugadas a 14000 X g por 3 min e

transferiu o sobrenadante e armazenou o extraido a - 20°C.
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Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese

Para confirmar a integridade do DNA e eficiéncia dos métodos de extracdo, foi
realizada a amplificacdo da regido controle no genoma mitocondrial via PCR. A solucdo foi
realizada volume final de 20ul, contendo as seguintes concentragdes: tampao de PCR 1,25x
[20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% glicerol], MgCl, 1,75 mM,
dNTP 800 mM, 0,5 pMol de cada primer, 1U de Taqg DNA polimerase e 2 uLL da amostra
de DNA (maximo de 100 ng).Na tabela 1 estdao as informacdes sobres os primers utilizado
para amplificacio do DNA extraido a partir dos trés protocolos. Apds a reagdo, os
fragmentos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose com concentracdo de
2%.

TABELA 1. Caracteristicas dos primers que amplificam na regido controle do DNA

mitocondrial utilizados para testar a eficiéncia dos protocolos de extracio de DNA bovino a
partir de bulbos pilosos.

Primers Sequéncia Fragmentos Ta Referéncias
(pb) °C
AN3 R-CGA GAT GTC TTA TTT AAG AGG 375 45 ANDERSON et al. (1982)
AN4 F-GGT AAT GTA CAT AAC ATT AATG
16Sar R-CGCCTGTTTATCAAAAACAT 376 50 KESSING et al.(1989)
16Sbr F-CCGGTTTGAACTCAGATACT

Avaliacao do tempo de extracao
A mensuracao do tempo para extragdo de DNA em cada protocolo fez-se com uso de
crondmetro. N@o se somou ao tempo de execucdo de cada protocolo, o tempo gasto para

selecionar os pélos com bulbos.
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Avaliacao da Seguranca dos Protocolos

Os protocolos foram estudados antes de iniciar a extracdo e estabeleceu algumas
caracteristicas que nortearam o aspecto de segurancga nos procedimentos, tais como uso de
compostos volateis toxicos (Cl), uso de altas temperaturas (C2), uso de compostos

mutagénicos (C3) e uso de objeto cortante (C4).

Avaliacao da Quantidade de DNA

Utilizando gel de agarose a 2%, foi realizada a quantificagdo de DNA assim como
recomendada por VALENTIM et al. (2003). A quantificacio do DNA pode ser realizada
por meio da comparacdo entre a intensidade das bandas visualizadas no gel de agarose das
amostras extraidas com aquela observada em padrdes de DNA lambda (MAREGONI,

2006), nas quais as concentragdes de 5, 10 e 20 ng/ml foram selecionadas.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos quanto a avaliacdo do tempo permitem afirmar que o protocolo
III requereu maior tempo para execucao, 13 h. Enquanto o protocolo II foi realizado em
menos tempo, 1 h. Quanto aos critérios de seguranca (Tabela 2), confirmou-se que o
protocolo I € o que exige maior cuidado, uma vez que utiliza compostos téxicos, mesmo em
pequenas quantidades, como cloroférmio que possui alta volatilidade e mercaptanol que
tem alto poder mutagénico.

A quantidade de cloroférmio utilizada no protocolo I foi pequena, mas é necessario
cuidado ao utilizé-lo, pois as respostas toxicas ao cloroférmio dependam da via de entrada e
principalmente da quantidade absorvida pelo organismo, os efeitos toxicos mais notdveis

ocorrem no sistema nervoso central e autdnomo, imediatamente apds a exposicao € os
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efeitos no figado e nos rins aparecem posteriormente. Os sintomas de intoxicagdo severa
apresentam um padrdo semelhante aos ocorridos ap6s anestesia (AZEVEDO et al., 2004).

Embora ndo existam na literatura trabalhos que reportem sob a biosseguranga
laboratorial ao se manusear mercaptanol, sabe-se que as caracteristicas quimicas conferem
a esse composto poder de desestruturar a molécula de DNA, provocando mutagdes e
conseqiientemente anomalias mitéticas. E um composto bastante volatil e ao contrério do
cloroférmio, quantidades minimas sao potencialmente nocivas a saide humana.

O rendimento de DNA extraido pelo protocolo III foi maior, contrapondo-se aos
resultados encontrados por LACORTE et al. (2004), que utilizou pélos e saliva de cavalos
para extrai DNA, obtendo melhores resultados a partir do protocolo com Chelex sem
proteinase K. O DNA obtido pelo protocolo III possui alto peso molecular (acima de
12.216 pb) e ndo se apresentou fragmentado nos géis de agarose a 0,8% (Figura 1). O
protocolo I rendeu menor quantidade de DNA, porém foi o mais répido e de procedimento
mais simples. LACORTE et al. (2004) recomendam, no entanto, atencdo com as
concentracoes de Chelex®100 para extracdo de DNA a partir de pélos, pois a resina de

Chelex pode comprometer a PCR, impedindo a amplificacdo do DNA.
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FIGURA 1. Géis de Agarose a 0,8% para visualizar DNA extraido de bulbos pilosos de
bovinos nativos da raca Pé-Duro. As setas indicam o peso molecular marcador 1 kb
para quantificagdo em cada protocolo.

Houve diferenca significativa entres os protocolos para extragdo de DNA, quando
observados os géis de extracdo. Apesar disso, ndo houve diferenca qualitativa nem
quantitativa entre os produtos da amplificacdo do DNA dos diferentes protocolos utilizando
o primers universais AN3/AN4 e 16Sar/16Sbr do DNA mitocondrial (Tabela 3). Estes
resultados sdo similares aos obtidos por COELHO et al. (2004) que ao avaliarem métodos
de estocagem de DNA extraido de diferentes tecidos bovinos por protocolos distintos,
obtiveram produtos da amplificagdo do primer RM29 com alta qualidade para todos os
protocolos. Isso porque a PCR garante que pequenas quantidades de DNA sejam
amplificadas, mesmo que ndo sejam visualizados DNA em gel de agarose, tal como

verifica-se no protocolo I (Figura 1).
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TABELA 3. Comparacdo da eficiéncia entre protocolos de extracdo de DNA de bulbos
pilosos de bovinos da raca Pé-Duro. Tempo de extracdo em minutos, quantidade de DNA
visualizado em Gel de agarose e medias dos fragmentos obtidos por PCR.

Protocolos
i Il 111
Tempo (min) 218° 90° 6198*
Quant. DNA 21° 0° 44?
16Sar/16Sbr 41.4° 44.2° 45°
AN3/AN4 45.8* 45.2° 48.8*

Meédias seguidas por letras iguais na mesma linha néo diferem pelo teste de Tukey a 0,05% de
probabilidade.

A quantidade, pureza e integridade do DNA segundo MESQUITA et al. (2001),
dependem de muitos fatores e tém uma grande influéncia no resultado da PCR. Por essa
razdo, os produtos da amplificagdo de AN3/AN4 e 16Sar/16Sbr diferiram percentualmente
entre os protocolos. Porém, as amplificacdes foram melhores com DNA obtido pelo
Protocolo III. Acredita-se que isso ocorra em fungdo da proteinase K que atua sobre o
material overnight. MESQUITA et al. (2001) ao comparar os protocolos com e sem
proteinase K, para a extracao de DNA a partir de diferentes tecidos de mamiferos, incluindo
pélos, obteve resultados sobre a qualidade de DNA similares aos encontrados nesse estudo.

Os pares de primers AN3/AN4 e 16Sar/16Sbr produziram bandas com excelente
perfil para todos os protocolos (Figura 2) embora, estes primers ainda nao tenham sido
utilizados na raca Pé-Duro. Possivelmente, no Protocolo I, substancias tenham inibido a
PCR, ou as regides do DNA genomico que amplificam para esses primers tenham sido

danificadas em algumas amostras.
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~370pb ~ 370pb

A

Figura 2. Produtos da PCR utilizando os primer 16Sar/16Sbr (A) e AN3/AN4 (B),
confirmando a eficiéncia dos trés protocolos de extracio de DNA a partir de bulbos pilosos

de bovinos Pé-duro quanto a amplificacio de DNA mitocondrial em bovinos nativos.

Conclusao

Os protocolos que utilizam a resina de Chelex com ou sem Proteinase K sdo eficiente
para extracdo de DNA a partir de bulbos pilosos de bovinos da raga Pé-Duro. Embora exija
mais tempo para realizac¢do, fornece grande quantidade de DNA de alto peso molecular, é
um protocolo simples e ndo oferece riscos ao manipulador da técnica, podendo ser aplicado

com facilidade para realizacio de estudos genéticos em bovinos da raga.
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Resumo

A anélise da estrutura genética de uma populacdo € um passo importante para potencializar
a producao animal. Utilizando as técnicas e as ferramentas da Biologia Molecular, pode-se
definir a estrutura de uma populacdo e sua variabilidade. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a variabilidade génica de populacdes de bovinos nativos do Piaui, a raga Pé-Duro
através de marcadores microssatelites ancorados. As amostras de DNA foram extraidas a
partir dos bulbos pilosos da vassoura dos animais com protocolo Chelex100 com proteinase
K, nos Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular da Embrapa Meio-Norte.
Utilizou-se os programas estatisticos ALERQUIN e HICKORY para analise da estrutura
genética da populacdo. Dos 28 primers de microssatelites ancorados, 5 amplificaram
bandas consistentes e reprodutiveis aos mesmos loci em 84 animais produzindo 55 loci
polimérficos. Os fragmentos amplificados correspondem a bandas com tamanhos varidveis
entre 1900 (UBC-895) e 300 (UBC-886). O valor de ®st, Psc e Dcr foi 20,24%, 21,59% e
58.17%, respectivamente. As populacdes de bovinos apresentam variabilidade genética e
forte estrutura populacional, sugerindo a realizacdo de manejo sustentavel que contribuia
com manutencdo da variabilidade e conservagdo desse recurso genético de grande valor

para pecudria brasileira.

Palavras-chave: raca nativa, microssatélites ancorados, estrutura populacional, PCR.
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Introducao

A diversidade genética dos animais domésticos € expressa pelas diferencas existentes
dentro e entre populagdes (Pereira, 1999; Griffiths, et al., 2002; Magalhaes, et al., 2007).
Na pecudria, a manutencdo da variabilidade é extremamente importante garantindo de
modo sustentavel o progresso e o desenvolvimento dos rebanhos mantendo a baixa
consangiiinidade. A constituicdo genética das racas nativas de bovino na América do Sul
formou-se a partir de rebanhos europeus que pertenciam aos taxons Bos faurus ibéricos,
Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavicus, introduzidos no periodo da colonizacdo
(Athanassof, 1957) durante o século XVI.

No Brasil as ragas nativas se formaram a partir de diferentes rebanhos introduzidos
pelos portugueses. Por varios séculos, os animais foram expostos a condi¢des ambientais
adversas que conduziram a sele¢@o natural e a constitui¢do de novo conjunto génico. Pois,
somente os gendtipos que expressaram resisténcia para sobrevivéncia nas condigdes do
semi-arido, com temperaturas elevadas, escassez de alimento, deficiéncia nutricional e
infestacdes de diversos parasitas, tiveram sucesso reprodutivo tornando-se um recurso
genético de grande valor ecoldgico, histdrico e econdmico.

As ragas nativas entraram em extingdo com a introducao de racas exoticas na pecudria
brasileira. Os cruzamentos entre ragas nativas e as racas comerciais geraram descendentes
com caracteristicas produtivas superiores, mas essas caracteristicas ndo permaneceram nas
geracdes seguintes refletindo o efeito da heterose, e seus descendentes tornaram-se
mesticos, sem raga definida (Pereira, 1999).

A caracterizacdo genética € uma etapa importante aos programas de melhoramento e

conservagdo dos recursos genéticos. O conhecimento sobre a variabilidade, grau de



66

endogamia e a distancia genética entre as populagdes pode auxiliar na escolha dos animais
a serem utilizados na conservagdo ex situ e in situ. Além disso, possibilita a indicacdo de
acasalamentos ou cruzamentos que favorecerdo a manuten¢cdo da maxima variabilidade
genética, potencializando os esfor¢cos na manuten¢do de amostras que apresentem real valor
genético (Egito et al., 2001).

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em marcadores podem
ser utilizados para diversos fins. Quando o objetivo é a conservacdo de espécies
importantes, ou de espécies que estdo inseridas em biomas que devem ser preservados,
estes parametros podem ser uteis na deteccdao de populagdes que apresentem diferentes
magnitudes de variabilidade genética e que, portanto, requerem diferentes estratégias para
sua conservacao in situ ou ex situ (Avise & Hamrick 1996, Newton et al. 1999 Spritze, et
al., 2003). O interesse ¢ domesticacdo e utilizacdo econdmica da espécie, estes parametros
podem auxiliar na definicdo de programas de coleta visando a selecdo de apenas parte da
variabilidade que seja de interesse para o melhorista (Borém 1998).

As informagdes produzidas pelos marcadores moleculares podem ser utilizadas para
compreensdo dos alelos nas populagdes, permitindo uma compreensdo consistente dos
processos microevolutivos responsdveis pela diferenciacdo das populagdes, até que se
tornem espécies (Reis, 1996; Avise, 2000). Estas informacdes, aliadas aos conhecimentos
da histéria de vida e de caracteristicas ecoldgicas da espécie, permitem conhecer parte da
sua biologia, bem como da sua interacdo com outras espécies do bioma no qual ela esta
inserida. As espécies devem ser preservadas. E as populagdes em processo de especiacdo a
exemplo das ragas nativas do semi-arido ndo sdo excecdo, pois, além de apresentarem
adaptacdo ao Bioma especifico da Caatinga, sdo recursos genéticos naturais que compde a

biodiversidade brasileira.
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A anélise da estrutura genética de uma populacio depende das técnicas e ferramentas
da Biologia Molecular entre as quais se destacam a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e os Marcadores Moleculares. Os mais informativos para determinacdo de parentesco e
estudos intergenético sdo os microssatelites, embora apresentem exigéncias que podem ser
contornadas com uma nova classe de marcadores, os microssatélites ancorados.

Os microssatélites ancorados estdo entre duas regides de microssatelites que
apresentam pequenas repeticoes em tandem e estd localizado na regido de DNA satélite,
que € um tipo de DNA com propriedade fisica diferente do DNA funcional, pois €
abundante em nucleotideo de adenina e timina (Kavalco et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi analisar a diversidade genética e estrutura populacional

da raca Pé-Duro utilizando marcadores microssatélites ancorados.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em quatro fazendas situadas no Estado Piaui. Sendo 84
amostras da fazenda Faveira localizada no municipio de Elesbao Veloso (06° 12°07” LS,
42°08°25” WL), 94 amostras da fazenda Tocaia localizada no municipio de Campo Maior
(04°49'40" SL, 42°10'07" WL), 82 amostras da fazenda Convencido situada no municipio
de Barras (04°14°49” SL, 42°17°45” WL) e 104 amostras na fazenda Octavio Domingos
localizada no municipio de Sao Jodao do Piaui (08°2129" SL, 42°14'48” WL). As fazendas
pertecem a Associacdo Brasileira de Criadores de Pé-Duro (ABPD), exceto a fazenda
Octavio Domingues.

A coleta das amostras foi realizada a partir da extracdo de aproximadamente 50
pélos com bulbos pilosos da vassoura dos animais. Os pélos foram armazenados em
envelopes de papel e conduzidas ao Laboratério de Biologia Molecular & Biotecnologia da
Embrapa Meio-Norte, permanecendo conservados em local seco 4 temperatura ambiente

até a extragdo de DNA.

Extracao de DNA de bulbos pilosos

Selecionou-se 10 pélos contendo bulbo piloso e cada bulbo foi cortado 4 5 mm da
base do pélo que foi armazenado em tubos (eppendorf) de 500ul esterilizados. O DNA foi
extraido utilizando o protocolo adaptado de LACORTE et al. (2004). Aos bulbos foram

adicionados em 200 puL da solu¢do Chelex®100 a 10% e 10 uL de proteinase K (20



69

mg/mL) que foram vortexados e incubado a 55 °C em banho-maria por 12 h. As amostras
foram centrifugadas a 14000 X rpm/3 min. O sobrenadante foi transferido para outro
eppendorfs armazenando o material extraido a -20 °C. A quantificacio de DNA foi

realizada através de espectrofotometria com absorbancia (280/260) como recomendado por

Valentim et al. (2003).

Selecao de marcadores moleculares

Os primers de microssatélites ancorados utilizados nesse estudo foram selecionados
de acordo com parametros verificados na literatura disponivel. Na Tabelal pode-se

visualizd-los com suas respectivas seqii€ncias e temperaturas de anelamento.

Tabelal. Microssatélites ancorados para caracterizagdo genética da raga Pé-Duro

Ta
Marcador Seqiiéncia

0
802 ATA TAT ATA TAT ATA TG 28
803 ATA TAT ATA TAT ATA TC 28
804 TAT ATA TAT ATA TAT AA 25
805 TAT ATA TAT ATA TAT AC 28
816 CAC ACACACACACACTA 45
819 GTG TGT GTG TGT GTG TA 45
821 GTG TGT GTG TGT GTG TT 45

822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 45




823

827

828

829

834

840

841

845

856

857

862

865

873

876

881

886

888

895

899

900

EMBRIO1

TCT CTC TCT CTC TCT CC

ACA CAC ACA CAC ACA CG

TGT GTG TGT GTG TGT GA

TGT GTG TGT GTG TGT GC

AGA GAG AGA GAG AGA GYT

GAG AGA GAG AGA GAG AYT

GAG AGA GAG AGA GAG AYC

CTC TCT CTC TCT CTC TRG

ACA CAC ACA CAC ACA CYA

ACA CAC ACA CAC ACA CYG

AGC AGC AGC AGC AGC AGC

CCG CCG CCG CCG CCG CcCca

GAC AGA CAGACAGACA

GAT AGA TAG ACA GAC A

GGG TGG GGT GGG GTG

VDV CTC TCT CTC TCT CT

BDB CAC ACA CAC ACA CA

AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC

CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC A

ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA

GAC AGA CAG ACA GACA GT

47
47
45
47
48
48
50
48
48
50
55
69

474
38
53
37
37

50

53

62

50,9

70
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Perfil da PCR para microssatélite ancorado

O perfil geral apresentou as seguintes concentragdes 1,25x [20 mM Tris HCI, pH 8,0;
0,1 mM EDTA; ImM DTT; 50% glicerol], MgCl, 1,75mM, dNTP 800 uM, 0,5 pMol de
cada primer, 1U de Taq DNA polimerase e 2ulL da amostra de DNA (aproximadamente
20ng). A reacgdo foi realizada com volume final de 10ul. O programa da PCR consistiu de
temperatura inicial para desnaturacdo de 94°C por 90seg, extensdo 4 94°C por 50seg,
anelamento varidvel entre 28°C e 37°C por 50seg com 40 ciclos e extensao final a 72°C por

Smin.

Tabela 2. Perfil dos reagentes usados para PCR com microssatélites ancorados.

REAGENTES
Amostras . :
Tampio Mg(l, dNTP Primer Taq DNA Coadjuvante Loci
(mM) (uL) (uM) (1Y) (ng) UBC
I buffer 1,35 1,6 1,0 0,2 20 -
I buffer 1,35 1,6 1,0 0,2 20 -
I buffer 135 1.6 1,0 0,2 20 - 822 840
135 1.6 1,0 0,2 20 - 841 845
1x buffer
1,35 1,6 1,0 0,2 20 - 862 873
Pé-Duro 1x buffer
135 1.6 1,0 0,2 20 - 886 899
1x buffer
135 1.6 1,0 0,2 20 - 900
Ix buffer 1,35 1,6 1,0 0,2 20 - 895
1x buffer 1,35 16 1,0 02 20 -
I buffer 1,35 0,8 1,0 0,2 20 Q Solution
Eletroforese

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese utilizando gel de agarose
2% em tampao de corrida contendo Tris, acido bérico e EDTA (TBE 1X), em voltagem
constante de 100 V até alcancar a distancia de aproximadamente de 10 cm do pogo de
carregamento. Utilizou-se como marcador de massa molecular o Ladder de 1 Kb (Gibco-

BRL). A coloracao do gel foi feita com brometo de etidio (0,6 uL/mL), sendo em seguida
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fotogratado sob luz ultravioleta usando o sistema de fotodocumentacdo GeneWizard

(Syngene).

Analise Estatistica

A partir da presenca (1) ou auséncia (0) de fragmento amplificado para cada
individuo amostrado foram construidas matrizes bindrias no programa Microsoft® Office
Excel (Microsoft Corporation). Essa informacdo foi analisada pelos programas
ARLEQUIN v2.0 (Schneider et al., 2000) e HICKORY v1.0.4 (Holsinger et al., 2002) para
avaliacdo da diversidade genética da raga Pé-Duro e no final foram comparados os
resultados gerados pelos diferentes programas.

As andlises estatisticas como o coeficiente de similaridade de Jaccard (Sj) foram
realizadas com o programa PAST v1.34 (Hammer et al., 2001) e o dendrograma foi
construido com base no método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averages). Para estabelecer do nimero minimo de marcadores
ISSR capazes de fornecer informacdes estatisticamente confidveis em estudos de
diversidade genética da raca foram feitas amostragens com reposicdo de ndmeros
crescentes de locos ISSR (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45,48, 51,54 ¢
55) a partir das matrizes bindrias. Para cada conjunto de dados, os valores de ®@st, @sc, Ocr
foram calculados com o programa ARLEQUIN.

Resultados e Discussao
Entre os 29 primers de microssatelites ancorados que foram testados selecionou-se
10 para otimizacdo (UBC-822, UBC-840, UBC-841, UBC-845, UBC-862, UBC-873,

UBC-886, UBC-899, UBC-900, UBC-895). Destes, apenas 5 amplificaram bandas



73

consistentes e reprodutiveis (UBC-862, UBC-873, UBC-886, UBC-895, UBC-900) para
todos [loci em 84 animais de um total de 364 animais provenientes de diversas fazendas do
Estado do Piaui.

Os fragmentos amplificados corresponderam as bandas com tamanhos varidveis
entre 300 pb (UBC-886) e 1900 pb (UBC-895) como se pode verifica na Tabela 3. Estudos
sugerem que os fragmentos para apresentarem uma boa reprodutibilidade da reacdo de
amplificacdo de locos de ISSR devem ter extensao entre 200 e 1.500pb (Fowler et al.,
1998).

O numero de bandas amplificadas por marcador variou de 7 (UBC-886) a 21 (UBC-
895) obtendo-se ao final das amplificagdes um total de 55 locos polimorficos que
apresentaram Otimo padrdo e reprodutibilidade (Figura 1) que permitem confirmar o
potencial dos primers de microssatelites ancorados para estudos de caracterizacdo genética
de animais.

Tabela 3. Caracterizacdo dos primers de ISSRs, selecionados para as andlises da
variabilidade genética dos bovinos da raca Pé-Duro no Piaui.

Nuimero de Amplitude dos

Primer Seqiiéncia (5°—3") bandas tamanhos dos
polimérficas fragmentos
UBC862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 7 500 - 1050
UBC873 GACAGACAGACAGACA 8 500 - 1250
UBC886 VDVCTCTCTCTCTCTCT* 9 300 - 1635
UBC895 AGAGTTGGTAGCTCTTGATC 21 350 — 1900
UBC900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA 10 450 - 1800
Total - 55 300 — 1900

* Nomenclatura IUB para bases degeneradas “V” = A+C+G e “D” = A+T+G.
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Os marcadores moleculares microssatélite ancorados além de possuirem menores
custos, tempo e trabalho laboratorial reduzido os resultados, sdo vidveis para compreensao
da estrutura populacional de populac¢des ainda ndo estudadas, pois fornecem conhecimento
genOmico. Assim, como se verificou no estudo da estrutura populacional dos bovinos
nativos da raca Pé-Duro, nativa da Regidao Nordeste.

Os primers ISSRs ancoram em regides de microssatélites que apresenta pequenas
repeticoes em fandem. Essas seqii€éncias estdo localizadas em regido de DNA satélite, uma
classe de material genético mais denso que o material genético informativo (Kavalco, et al.
2007).

Comparando-se o potencial informativo dos ISSRs aos marcadores RAPD verifica-se
que os microssatelites ancorados sdo ferramentas mais eficientes em relacdo aos
marcadores dominantes arbitrdrios (RAPD) ou semi-arbitrarios para realizar andlise
genética em populacdes ainda ndo estudas.

Spritze et al. (2003), por exemplo utilizou 43 marcadores RAPD para obter 77 loci na
raca Criola Lageana. E autores citados Spritze et al. (2003) utilizaram ntimero de primers
superior aos que foram descritos nesse trabalho obtendo valores de variabilidade genética
bem préxima ao encontrado por ela para bovinos nativos.

O aspecto mais interessante sobre os ISSR € a quantidade de bandas polimorficas
produzidas e ndo necessariamente o nimero de primers utilizados na andlise. Gilbert et al.
(1999) testaram 10 primer ISSR em genoma de Canis lupus e apenas dois foram
suficientes para delinear a estrutura genética da populacdo desse mamiferos. Similarmente,
Prevost e Wilkinson (1999) utilizaram 4 primers de ISSR para distinguir 34 cultivares de
batata, confirmado o alto polimorfismo e a eficiéncia desses marcadores para avaliacdo de

genomas ainda ndo estudados.



75

203
163
101

506

396

Figura 1. Gel de agarose a 2% corado com Brometo de Etidio para andlise eletroforética
de produtos de amplificagcdo obtida com primer UBC895. Os perfis: M= Ladder 1Kb; 1-
19= animais da raca Pé-Duro. O tamanho dos fragmentos esté indicado ao lado da figura

e corresponde ao nimero de pares de bases (pb).

A partir dos dados gerados por esses marcadores foi possivel determinar a
variabilidade genética da raca Pé-Duro gerada pelo programa estatistico ARLEQUIN (Ver
Tabela 4). Analisamos quatro populacdes distribuidas ao Norte, Centro e Sul do Estado do
Piaui. Essas populacdes possuem historias diferentes apesar de compartilharem o mesmo
objetivo de existéncia, a conservagdo. Elas se formaram pela composicao de animais que
sobreviveram dos rebanhos primordiais e se misturaram com ragas bovinas indianas ou
permaneceram isoladas dos rebanhos comerciais, sem qualquer interferéncia de manejo.

Os programas estatisticos utilizados para determinacdo do indice de fixacdo genética
sdao métodos que fornecem uma varidvel andloga ao Fst, usados quando dados sdo
produzidos por marcadores co-dominantes, com diferentes bases de célculos e informa

sobre a fixacdo dos genes na populacdo. Os valores de variabilidade genética para ®gt, s
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e @cr alcangaram o platd a partir de 42 loci o que indica consisténcia dos resultados obtidos
uma vez que foram avaliados 55 loci. E o desvio dessa variacdo foi inferior a 0,02 como
pode ser observada na figura 2.

Esses resultados podem ser compreendidos pela estruturacdo genética dos genotipos
amostrados (Tabela 4). E sua confiabilidade pode ser confirmada quando comparamos com
os valores de ®st (ARLEQUIN) e o (HICKORY) que foram respectivamente 0,40 e
0,41.

Os dados gerados pela AMOVA evidenciaram que os conjuntos dos gendétipos
fornecidos pela Fazenda Convencido e Tocaia (Grupo I), Faveira (Grupo II) e Octdvio
Domingos (Grupo III) sugerem a estrutura genética mais forte acordando com os resultados

obtidos nas drvores de Neighbour-joining e Cluster Analysis visualizados na figura 3.

Tabela 4. Analise da Variabilidade Molecular da raca nativa de bovinos Pés-Duros.

Fonte de Variagdo GL SQ Componentes Percentual de
de variancia Variacao

Entre Grupos 2 207.411 2.43454 20.24

Entre populagdes 1 73.105 2.59714 21.59

dentro de grupos

Entre populacdo 80 559.686 6.99607 58.17

Total 83 840.202 12.02776

Significancia (P) ao percentual de 0,001.

Os valores de ®gr e Pgc para a raca Pé-Duro sdo significantes (p < 0,0001) para os
agrupamentos estabelecido com base na andlise do gendtipos. Desta forma, os animais
provenientes das fazendas estdo geneticamente ordenados em Grupo I, Grupo II e Grupo
III. Elas podem apresentar respostas fenotipicas diferenciadas mediantes as pressoes

ambientais, pois possuem variabilidade distinta. Isso significa que ao considerarmos, por
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exemplo, a introducdo de um potencial agente patogénico, condi¢des de restricao alimentar
e manejo inadequado ou ausente (De Donato et al., 2005) essas populagdes teriam respostas
distintas o que favoreceria a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo.

A variancia da freqii€éncia genotipica observada na populacdo como um todo foi de
41%, sugerindo um bom percentual de diversidade. Porém, dentro dos grupos a
variabilidade genética foi pequena, e isso possivelmente estd relacionando ao processo
histérico da formacdo dos rebanhos na regido Nordeste. Pois, os bovinos nativos foram
usados em cruzamentos ndo programados com ragas exoéticas na década de 80.

Britto (1998) confirmou a contaminacao racial nos rebanhos de Pé-Duro através da
andlise cariotipica. Ela identificou os animais mesticos utilizando o perfil morfolégico do
cromossomo Y e dos fendtipos associados a raca Zebuina tais como, orelhas grandes,
prepucio distendido e barbela pregueada. Os resultados obtidos em nosso trabalho
sustentam a existéncia de uma estreita variabilidade dentro do mesmo rebanho estudado por
Britto (1998) que aqui corresponde ao Grupo III, ou seja, o Nucleo de Conservagdo da Raca

Pé-Duro.
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FIGURA 2. Variagdo das estimativas ®gr, Psc € ®CT com marcadores microssatelites
ancorados para raca Pé-Duro.

O dendograma obtido pela andlise de Cluster baseada no coeficiente de similaridade
Jaccard corroborou para confirmacdo dos dados apresentados pela andlise de variancia
molecular (AMOVA). Nenhum indicativo forte da estrutura da populacdo relatou qual a
posicdo geografica deveria ser observada e nos ramos encontram-se individuos de uma

mesma fazenda distribuidos em diferentes posi¢des no dendograma (Figura 3).

60
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Figura 3. Dendograma gerado pelo método de UPGMA para os genétipos dos

bovinos, agrupados por similaridade genética.



80

Os grupos observados no dendograma correspondem aos rebanhos com distribuicao
geografica distintas. O Grupo III estd localizado ao Sul do Piaui, regido semi-arida
caracterizada pelo Bioma de Caatinga. O Grupo I estd ao Norte e o Grupo II ao Centro do
Estado. Ambos distribuem-se em regido sub-timida seca cujo bioma € de transi¢do.

A ampla distribuicio de uma populacdo favorece a adaptacdio aos ambientes
especificos ao longo de muitos anos ressaltando as diferencas alélicas que sdo necessdrias
para compor uma nova populacdo em conseqiiéncia da variabilidade genética existente
(Griffiths et al. 2002).

No entanto, as variagcdes génicas dentro da populacdo sdo extremamente importantes
para qualquer espécie, ndo apenas por favorecer processo de especiacdo, mas também, por
ser um dos pilares para elaboracdo de programas de melhoramento genético. Egito et al.
(1995) confirmam que as racas nativas possuem maior variabilidade génica que as ragas
exotica, ressaltando a importancia de que estas sejam conservadas.

No Grupo 111, os individuos apresentam mais similaridade que os outros grupos. Este
€ um nucleo de preservacao da raca fundado em 1983. O rebanho inicial era formado por
81 animais provenientes de 32 fazendas piauienses € a maioria dos animais eram
miscigenados. Desde entdo, estes animais acasalaram-se sem interferéncia humana
tornando-se 0 maior rebanho de bovinos Pés-Duros do Estado com aproximadamente 220
animais.

O valor do indice de endogamia das populacdes que foi de (f) foi 0,45. Sugerindo a
existéncia de cruzamentos consangiiineos e conseqiiente alguma perda de variabilidade
genética. Pois, compreende um rebanho fechado para fluxo génico com animais de outras

localidades.
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Magalhdes et al. (2007) ao estudarem populagdes comerciais de caranguejo utilizando
RAPD encontra valor endogamico de 0,72 o que corrobora com o entendimento de que
populacdes de animais que ndo sofrem selecdo atropica apresentam menores valores
endogamicos, assim como foi verificado na raga Pé-Duro.

Embora, as populacdes aqui estudadas ndo tenham sofrido selecdo artificial e
acasamentos direcionados, a endogamia verificada nesses grupos pode ser compreendida
pelo isolamento das populacdes. Especialmente para os rebanhos que se formaram com
reduzido nimero animais e que ao longo de décadas ndo recebeu novos conjuntos génicos
através da entrada de bovino da raca Pé-duro.

O principal impacto da consangiiinidade estd na perda de variabilidade € um
componente importante. Sua manutencdo € essencial a sobrevivéncia das espécies em
funcdo disso tem-se exigido nos ultimos anos medidas como o gerenciamento dos recursos
genéticos.

Quando relacionados a pecudria, a variabilidade genética favorece a selecdo e permite
o delineamento da situacdo genética dos rebanhos comerciais e nativos determinando as
medidas necessdrias para exploracdo sustentdvel, bem como a conservacdo dos gendétipos
nao selecionados (Magalhaes et al., 2007).

As migragdes e auséncia de selecdo direcionada provavelmente expliquem parte da
variabilidade existente nas fazendas Convencido e Tocaia e por outro lado justifique a
similaridade encontrada dentro do grupo III. Isso sugere que as populacdes possuem
estrutura genética forte e provavelmente um dos fatores que tenha contribuido seja o
distanciamento geografico entre elas, tornando-as de alguma forma isoladas
reprodutivamente. Spritze et al. (2003) afirma que de um modo geral as populacdes nativas

de bovinos se comportam de modo panmitica.
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Estes sdo os primeiro resultados sobre a diversidade genética e estrutura de populacao
nativa de bovinos utilizando marcadores moleculares microssatelites ancorados. Embora,
seja possivel verificar a existéncia de uma forte estrutura populacional e afirmar sobre a
diversidade genética entre os grupos para os loci avaliados, reconhecem-se a necessidade
de utilizar outros marcadores moleculares como os microssatelites, bem como, incluir
individuos de outras regides da Regiao Nordeste para consolidar as informacdes sobre a
estrutura genética e populacional desta raca nativa de bovinos.

Contudo, a colaboragdo deste trabalho consiste em confirmar a variabilidade genética
da raca Pé-Duro assim com Spritze et al., (2003) sugeriram sobre as racas nativas. E
constatar o potencial dos ISSRs como uma importante ferramenta molecular que poderé ser
usada para acessar as marcas genéticas nos organismo que ainda ndo foram estudados

geneticamente.
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Conclusao

As populacdes da raca Pé-Duro analisadas com marcadores microssatélites ancorados
possuem variabilidade genética significativa e alta que podera ser utilizada em programas
de melhoramento genético de outras ragas e na conservacdo. Através da gestdo genética e
do manejo sustentavel dos rebanhos sera possivel incluir os bovinos nativos do Nordeste
nos sistemas de producdo animal, valorizando um recurso genético local bem como o
pequeno produtor do semi-arido.

O coeficiente de endogamia encontrado nas populagdes estudadas confirma que em a
probabilidade de individuos herdarem os mesmos genes de descentes comuns € mais
freqiiente que em populagdes com maior numero de individuos do que em pequenas
populacdes. No entanto, a forcas seletivas atuam de modo a equilibrar esses niveis
endogamicos favorecendo a existéncia da heterozigosidade na populacdo. Na raca Pé-Duro,
€ necessdrio que se realizem outros estudos sobre endogamia, uma vez que se verifica que a
adaptacdo dos rebanhos se opde a homozigose e consequentemente a sobrevivéncia em

regido tdo indspita para outras ragas bovinas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Protocolos eficientes de extracdo DNA caracterizam-se pela obten¢do de material
genético com alto peso molecular e ndo fragmentado. Porém, em funcdo do tempo de
armazenamento deve se considerar a estabilidade e integridade do DNA. Os protocolos
com Chelex embora, seja praticos e eficientes, ndo garantem a qualidade do DNA por mais
de um ano.

Sugere-se a utilizacdo de outras classes de marcadores moleculares, como o0s
microssatelites, que sdao co-dominantes e altamente polimérficos. Além de, ampliar a
amostra com animais provenientes de outras fazendas do Nordeste.

Os primers de microssatelites sdo mais especificos, requerendo maior temperatura de
anelamento e s6 amplificam quando as regides flaqueadoras desses locus sdo conservadas,
ou seja, ndo apresentam variacdo de nucleotideos sugerindo estabilidade génica entre
espécies que compartilha tixons divergentes, como se verifica em caprinos e bovinos. E
provavel que estas variagdes justifiquem a baixa amplificacdo em genoma da raga Pé-Duro
por esses marcadores.

Para futuros estudos da raca recomenda-se analisar amostras provenientes do outros
locais e ampliar as informagdes referentes a outras populagdes existentes no Piaui. Bem
como, a genotipagem do rebanho e comparagdo com outras ragas taurinas.

Afim de, minimizar o grau endogdmico que foi significativo na populacdo,
recomenda-se a inclusd@o de touros Pés-Duros de populacdes diferentes para monitorar

acasalamentos consangiiineos.
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