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RESUMO

DIVERSIDADE GENE:I'ICA DE RACAS ASININAS CRIADAS NO BRASIL,
BASEADA NA ANALISE DE LOCOS MICROSSATELITES E DNA
MITOCONDRIAL

Autor: Leonardo Daniel de Almeida®
Orientador: Dr. Arthur da Silva Mariante?
1UNB - Universidade de Brasilia, Brasilia — DF
’Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnoligia, Brasilia — DF

O melhoramento genético e, por conseguinte, 0 progresso da pecudria esta
intimamente correlacionado com a variabilidade genética das espécies animais. Desta forma, a
perda dessa variabilidade poderd restringir as opgBes, ndo previstas, para os trabalhos de
melhoramento animal. O estudo da diversidade e da variabilidade genética da espécie asinina
podera auxiliar nas tomadas de decisdo a respeito de quais populagdes devem ou ndo ser
conservadas, quando 0s recursos sdo escassos, evitando a duplicagdo de esforgos na
manutencdo das amostras. Da mesma forma, poderd ainda evitar que populaces de uma
mesma raga, que possuam caracteristicas particulares, sejam descartadas durante o processo
de conservacdo. Este trabalho teve como objetivo estimar a variabilidade genética, entre e
dentro, de trés racas asininas mais comuns no Brasil visando & obtengdo de um panorama
geral da diversidade genética desta espécie, a andlise de sua unicidade e estrutura
populacional, bem como o estudo de suas relagdes genéticas pelo uso de marcadores de DNA
nucleares e citoplasméticos. Com os locos microssatélites analisados foi possivel montar um
painel de marcadores eficientes para testes de exclusdo de paternidade na espécie asinina.
Observou-se um total de 91 alelos para todos os locos analisados. As estimativas das
frequéncias alélicas de diferentes marcadores microssatélites e os indices de diversidade
demonstraram ser possivel monitorar, preservar e caracterizar geneticamente 0S recursos
genéticos asininos. A raga Nordestina foi a que apresentou o maior numero de alelos, e a

maior estimativa de endogamia. O menor indice de endogamia foi detectado na raca
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Brasileira. As distancias genéticas mais altas foram observadas entre as ragas
Brasileira e Nordestina (0,2197), enquanto que as menores distancias foram observadas entre
as racas Péga e Nordestina (0,0868). Mediante o sequenciamento e a analise de 596bp da
regido controle do DNA mitocondrial foi possivel observar que, a excecéo da raca Brasileira,
as demais ragas asininas estudadas possuem uma alta diversidade nucleotidica. As ragas
asininas brasileiras possuem haplétipos de origem em comum com ragas asiaticas e européias,
oriundas do tronco somaliensis. Verificou-se ainda a existéncia de uma subdivisdo no tronco
somaliensis, 0 que sugere a existéncia de dois haplogrupos distintos ou ainda um maior

nimero de centros de domesticagao.

Palavras-chave: jumentos, genética populacional, d-loop, variabilidade genética, STRs
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ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY OF THE DONKEY BREEDS CREATED IN BRAZIL, BASED
ON ANALYSIS OF MICROSATELLITE LOCI AND MTDNA

Animal breeding and therefore the progress of the livestock industry is closely
related with the genetic variability of animal species. Thus, the loss of this variability may
limit the unpredicted options for animal improvement. The study of diversity and genetic
variability of donkeys can assist in the decision making about what populations should be
included in a conservation program, when financial resources are scarce, avoiding the
duplication of efforts in maintaining the samples. Similarly, the study of diversity can ensure
that stocks of the same breed, which have particular characteristics, are not discarded during
the conservation process. This work aimed to optimize the genotyping systems based on the
fluorescent detection of microsatellite polymorphisms for donkeys with which will be
analyzed the genetic variability within and between three donkey breeds raised in Brazil. With
the use of microsatellite markers it was possible to assemble an efficient panel of markers for
tests of exclusion of paternity. There were a total of 91 alleles for all studied loci. Estimates of
allele frequencies of different microsatellite markers and indices of diversity reveal valuable
information that will allow to monitor, maintain and genetically characterize donkey genetic
resources. The Northeastern breed had the highest number of alleles, however the higher
inbreeding estimate. The lowest rate of inbreeding was detected in the Brazilian breed. The
highest genetic distances were observed between the Brazilian and the Northeastern breeds
(0.2197), whereas the lowest distances were observed between the Pega and Northeastern
donkeys (0.0868). By sequencing and analyzing 596bp of the control region of mitochondrial
DNA it could be observed that with the exception of the Brazilian breed, the other breeds of
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donkeys studied have high nucleotide diversity. The donkey breeds from
Brazil have haplotypes in common with Asian and European donkey breeds, originally from
the somaliensis cluster. It was also observed the existence of a subdivision in the somaliensis
cluster, suggesting either the existence of two distinct haplogroups or more centers of
domestication.

Keywords: donkeys, population genetics, d-loop, genetic variability, STRs



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos o ndmero de asininos vem diminuindo na Brasil (tabela 1) e
em todo o mundo, principalmente devido & mecanizacdo do setor rural, o que levou a uma
reducdo na utilizacdo da espécie em sua principal atividade. Isto vem gerando uma
preocupacdo, pois a perda da diversidade genética animal podera ameacar a sustentabilidade
da pecuéria, diminuindo a possibilidade de os produtores fazerem frente a alteraces nas
condi¢cbes ambientais, como novas enfermidades, mudangas no clima e nos sistemas de
producéo, bem como preferéncias dos consumidores e seguranga alimentar (Mariante et al.,
2004).

A diversidade genética entre individuos de uma populacdo é um fator
importante para a sobrevivéncia as condi¢des ambientais em constantes mudancas. Devido a
diminuicdo na diversidade bioldgica, individuos perdem suas plasticidades evolutivas,
tornando-se mais suscetiveis as influéncias negativas do ambiente (Bannikova & Zubareva,
1995).

A conservagdo de recursos genéticos animais, deve ter uma alta prioridade e
deve incorporar a preservacao de populagdes destas ragas e seu uso sustentavel (Mariante &
Egito, 2002).

O elemento chave para estratégias de conservacdo deve ser a caracterizacdo
das racas e populagdes de modo a fornecer um quadro geral da diversidade genética existente.
A caracterizagdo dos recursos genéticos animais baseou-se durante muito tempo em
descritores morfoldgicos e produtivos (fenotipicos), os quais muitas vezes sdo insuficientes
para distinguir ragas puras, podendo ser influenciados pelo ambiente. Esta caracterizagéo

preliminar necessita de maiores refinamentos, pois estratégias de conservagdo e



melhoramento ideais devem ser baseadas na combinacdo de dados fenotipicos e genotipicos

(Egito et al., 1999).

Tabela 1. Efetivo populacional de Asininos por regiéo e total no Brasil

Regido 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Norte 41.884 42.05 43.349 41.038 41.3 39.708
Nordeste 1.115.485 | 1.106.510 | 1.092.301 | 1.085.775 | 1.080.158 | 1.063.012
Sudeste 41.406 41.463 41.88 45.651 46.156 41.976
Sul 5.372 5.44 5.108 5.022 5.074 4.442
Centro-Oeste| 12.975 13.197 13.686 14.047 14.731 14.178
Brasil 1.217.122 | 1.208.660 | 1.196.324 | 1.191.533 | 1.187.419 | 1.163.316

Com o avango da biologia molecular, novas metodologias surgiram para a
caracterizacdo genética de organismos superiores. Pelo estudo de DNA pode-se verificar a
existéncia de um grande nimero de marcadores genéticos polimoérficos, os quais possuem um
vasto potencial de utilizacdo, tal como identificagdo de paternidade, mapeamento genético,
taxonomia molecular, introgressdo de genes Uteis, estudos evolucionarios, diagndstico

genético precoce e selecdo assistida por marcadores (Egito, 1995).

1.1. Problematica e Relevancia

Os asininos estdo associados a um vasto patrimonio de importancia social,
cultural, econdmica e ecoldgica. Sua utilizacdo baseia-se principalmente na agricultura,
porém, sdo utilizados também na alimentagdo humana, produgdo de hibridos e para os
servigos de carga e transporte (AEPGA, 2007).

Contudo, devido principalmente & mecanizacdo do setor rural que vem

ocorrendo nas ultimas décadas, o0 numero de animais desta espécie vem diminuindo



substancialmente, o que gera uma grande preocupagao, pois a diminui¢do do nimero destes
animais pode gerar perda da variabilidade genética da espécie, o que restringe a capacidade de
adaptacdo e evolucéo da espécie (Nobre, 1980).

O estudo da diversidade e da variabilidade genética das principais ragas
naturalizadas de asininos do Brasil poderd auxiliar nas decisdes a respeito de quais populacdes
devem ser conservadas, principalmente quando o0s recursos sdo escassos, evitando a
duplicagdo de esforcos na manutengdo de amostras que podem ser semelhantes. Por outro
lado, pode ainda assegurar a manutencdo da variabilidade genética, evitando que populacdes
de uma mesma raca, que possuam caracteristicas particulares, sejam descartadas durante o
processo de conservagao (Egito, 1995).

Técnicas que auxiliem a andlise de parentescos e a identificacdo genética de
um individuo podem ser utilizadas para a implementacdo bem sucedida e o0 monitoramento de
programas de conservacdo ex situ (Hanotte & Jianlin, 2005). Com estas informacbes é
possivel promover o direcionamento dos acasalamentos visando favorecer a manutencdo da
variabilidade genética, escolher individuos genotipicamente menos similares para a formacéo
de um novo nucleo de conservagdo ou analisar a eficiéncia do trabalho realizado, em prol da
manutenc¢do da variabilidade nos nucleos de conservagdo ao longo dos anos (Lara et al., 1998;
Egito et al., 1999; Spritze et al., 2003; Egito et al., 2005b; Egito et al., 2005c; Oliveira et al.,
2005)

Pelo sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA) é possivel elucidar
questdes relacionadas a origem das racas de jumentos que hoje ocorrem no Brasil, uma vez
que ndo existem dados histdricos confiaveis que possam fornecer subsidios necessarios que

esclarecam esta questdo (Bruford et al., 2003).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estimar a variabilidade genética dentro das ragas asininas mais comuns no pais
(Péga, Brasileiro e Nordestino), bem como estudar a origem das ragas criadas no Brasil pelo

seqiienciamento da regido controle do mtDNA.

2.2. Especificos

Estudar a relacdo genética existente entre as diferentes racas mediante
estimativas de distancias genéticas e andlise da estrutura populacional da espécie;

Avaliar a unicidade das trés ragas e/ou populagdes naturalizadas;

Construcdo de um banco de dados de perfis multiloco e freqliéncias alélicas
que poderd ser utilizado para a protecdo, monitoramento, certificacdo e rastreamento de
asininos;

Montar um painel de marcadores microssatélites adequado para testes de

exclusédo de paternidade para a especie.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem e Domesticacdo dos Asininos

Os asininos pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, a classe Mammalia,
da ordem dos Perissodéctilos, familia Equidae, género Equuos, espécie Equuos asinus
(Domingues, 1968).

Existem diversas teorias a respeito da origem dos asininos domesticos. Darwin
(1859) admite a teoria de os jumentos, terem um Unico tronco africano comum de origem.
Existem também autores (Sotillo & Serano, 1985; Lorenzo, 1997) que acreditam que a origem
dos asininos é comum de dois ancestrais, sendo um o Equus asinus africanus, nativo da
regido nordeste da Africa, e outro o Equus asinus europeus, originario da bacia do
Mediterraneo. Entretanto, a maioria dos autores (Adametz, 1943; Epstein, 1984; Clutton-
Brock,1987; Camac, 1989, Beja-Pereira et al., 2004; Lopez et al., 2005; Aranguren-Mendez
et al., 2004) indicam que a origem dos asininos deriva de dois ancestrais, o0 Asno de Nubian
(Equus asinus africanus) nativo da bacia do Nilo, e o Asno Somaliense (Equus asinus
somaliensis).

Quanto a sua domesticacdo prevalece a idéia de que o jumento, embora de
utilizacio posterior ao cavalo, na Europa, foi utilizado mais remotamente na Africa e na Asia.
Os mais antigos monumentos egipcios apresentam figuras de jumentos e a partir da viagem de
Abrado ao Egito, 0 jumento é citado em cada pagina do Géneses, enquanto que sobre o
cavalo, s ha referéncia na época de José (Domingues, 1968). Assim de acordo com
Domingues (1968), prevalece a opinido de que o jumento foi domesticado anteriormente ao
cavalo ha aproximadamente seis mil anos. Segundo Saint-Hilaire (1861) e Godron (1858), a

domesticacdo dos asininos ocorreu na Africa, e ndo na Europa.



3.2. Os Asininos no Brasil

Acredita-se que os asininos tenham sido introduzidos no Brasil por volta de
1534, trazidos dos Arquipélagos da Madeira e das Canarias. Em 1549, Thomé de Souza
trouxe de Cabo Verde mais animais para o estado da Bahia (Mariante & Cavalcante, 2006).
Segundo Torres & Jardim (1984) ainda no tempo colonial deve ter havido introducdes de
jumentos portugueses, espanhois e africanos.

As ragas naturalizadas de asininos do Brasil, que se desenvolveram a partir de
racas trazidas pelos colonizadores portugueses, foram submetidas & selecdo natural em
diferentes ambientes, para os quais desenvolveram caracteristicas especificas de adaptagao.
Assim, a diversidade genética dentro das espécies domésticas esta refletida na variedade de
tipos e ragas que existem e na variagdo presente dentro de cada uma (Egito et al., 1999).

No Brasil, destacam-se trés ragas de asininos, originadas das ragas trazidas
pelos colonizadores e do processo de selegéo natural: jumento Nordestino, jumento Brasileiro

e jJumento Péga (Mariante & Cavalcante, 2006).

3.2.1. Jumento Nordestino

Altamente rustico e adaptado as condicOes adversas no semi-arido brasileiro, o
jumento Nordestino (Figura 1) é o animal usado pelo homem do Nordeste brasileiro em uma
variedade de atividades (Nobre, 1980). Na segunda metade do século XX, a populagdo de
jumentos Nordestinos sofreu uma reducéo de aproximadamente 75% da populagéo, passando
de 2.7 milhdes de cabecas em 1967, a aproximadamente 700 mil em 1981, sendo esta uma
reducdo de aproximadamente 75% da populacéo efetiva. A raz&o principal para esta redugéo,
foi o abate indiscriminado de animais de todas as idades, para a exportagdo da carne e dos
derivados, especialmente para Japdo e Europa. Preocupada com o desaparecimento da raga a
EMPARN (Empresa de Pesquisa do Rio Grande do Norte) manteve durante algum tempo um
Nlcleo de Conservacdo desta raca (Mariante & Cavalcante, 2006). Entretanto, com a
diminuicdo da utilizagdo destes animais pelo homem do Nordeste brasileiro, os mesmo
passaram a ser abandonados a deriva, o que fez com que se reproduzissem
indiscriminadamente, e hoje sdo encontrados em grande nUmero, porem Vistos como
problema, devido principalmente por serem causa de acidentes de transito nas estradas

daquela regido.



Figura 1: Jumentos Nordestinos (Foto: Geraldo Magela)

As caracteristicas do jumento Nordestino se enquadram dentro do seguinte

tipo:

Porte: Altura minima de 1,10m para macho e fémea.

Cabeca — Média, bem proporcionada e ligeiramente alongada.

Pescoco — Fino, bem atado a cabeca e embutido nas espaduas.

Corpo - Alongado, linha dorso-lombar reta, garupa obliqua e afinada na parte
posterior..

Membros —Secos, desencarnados, bem aprumados, cascos pequenos, talbes
altos e resistentes.

Pelagem — Card§, ruga, pelo de rato, roxa, apatacada.

3.2.2. Jumento Brasileiro

Acredita-se que 0s jumentos da raca Brasileira (Figura 2), originada dos
animais trazidos da Italia, predominantemente da Sicilia, tenham uma relagdo genética muito
proxima aos jumentos africanos. No Brasil, foram cruzados com os jumentos de Portugal ou

de suas colbnias africanas. Os nucleos formados no estado de S&o Paulo, passaram a ser



denominados de jumentos Paulista (Mariante et. al., 2004). Esta raga é conhecida por suportar
o0 trabalho duro nos campos e grandes caminhadas, quando usada sob a sela. Em 1939 foi
fundada, a associagdo da raca denominada de Associa¢édo dos Jumentos Brasileiros (Torres &
Jardim, 1987; Mariante & Cavalcante, 2006).

Séo o0s seguintes os caracteres tipicos fixados e exigidos pela Associacdo e que
passaram a constituir o tipo padréo:

Cabeca — De perfil retilineo ou sub-convexilineo, apresentando a linha da
fronte e do chanfro pouco convergente com a do bordo inferior da mandibula. A cabeca,
observada de perfil, nunca deverd ser acentuadamente afunilada. Nos machos, sera
relativamente grande e mascula, sendo, nas fémeas, mais leve, com expressdo feminina. Os
olhos devem ser relativamente pequenos, obliquos e vivos. As arcadas orbitarias bem
salientes.

Pescoco — Reforgado, grosso, bem implantado no tronco, dando boa insergdo a
cabecga.

Orelhas — Grandes, eretas, bem implantadas, dirigidas para cima e com as
pontas recurvadas (atezouradas).

Tronco — Compacto e de bom comprimento, com linha dorso-lombar tanto
quanto possivel reta e harmoniosamente ligada & garupa.

Garupa — Acompanhando a linha dorso-lombar, comprida, musculosa e esse
comprimento deve ser sempre igual ou superior a sua largura nas ancas.

Membros — Reforcados e enxutos, com articulagdes largas e fortes, tendo os
cascos lisos, de altos taldes. Bons aprumos.

Pelagem — Qualquer. E mais apreciada a pelagem denominada rud. Pélos
curtos, lisos ou levemente ondulados.

Altura — No inicio do registro, os adultos deverdo medir 1,20m para 0s machos

e 1,15m para as fémeas.



Figura 2. Jumento da raga Brasileira (Foto: Arthur Mariante)

3.2.3. Jumento Pega

Como as demais ragas de animais domeésticos encontrados no Brasil, 0s
asininos da raca Péga (Figura 3) seriam de procedéncia ibérica. Estudos histdricos
demonstram que esta raga tem seu tronco étnico originario do Equus asinus africanus, do qual
muito se aproxima. Esta raca se desenvolveu principalmente em Minas Gerais pela sua
utilizacdo na industria da mineragdo onde era a raca de jumento preferida no cruzamento com
éguas de diversas racas para a producdo de hibrido (burros e mulas) com indiscutivel

capacidade para trabalhos diversos (Mariante et. al., 2004).
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Figura 3. Animal da raca Péga (Foto: Arthur Mariante)

As caracteristicas do jumento Péga se enquadram dentro do seguinte tipo:

Cabega — Fina, descarnada, “afunilando” para o focinho, orelhas grandes,

estreitas, bem implantadas e dirigidas.
Pescoco — Longo, largo, musculoso.

Corpo — Fino, provido de boa massa muscular, comprido, traseiro cheio,

garupa inclinada.

Membros — Altos e bem implantados, ossatura forte, quartelas um tanto

inclinadas, cascos fortes e altos.

Pelagem — Clara, as vezes com uma tonalidade ruana; pelos curtos.

3.3. Conservagédo Genetica

Programas mundiais de preservacdo tém sido desenvolvidos devido a
preocupacdo com a perda da diversidade genética causada pela extingdo de ragas e
populacdes. Como o progresso e o desenvolvimento futuro da pecuaria estdo relacionados
com a variabilidade genética, sua perda podera restringir as opc¢des, ndo previstas, para 0s
trabalhos de melhoramento animal (Mariante & Egito, 2002).

Diversas instituicdes estdo envolvidas no trabalho de conservagéo das ragas de
asininos. Em 1991, com o auxilio de vérias organizagdes e de diversos paises (entre 0s quais 0

Brasil) a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) iniciou um
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levantamento mundial sobre a situacdo das sete principais espécies de animais domésticos
(Tabela 2'). Apos este levantamento a FAO incluiu diversas racas de asininos na lista de ragas

de animais domésticos recomendados para conservagdo (Aranguren-Méndez et. al, 2004).

Tabela 2: Numero e situacdo das ragas asininas no mundo separada por regido.

NUmero de Ragas  Numero de Racas em Nimero de Ragas Sem

Regiao Catalogadas Risco de Extingéo Levantamento
Populacional

Africa 26 1 12

Asia e Pacifico 32 2 6

Europa o4 23 19

Am_erlca do Sul e 24 1 19

Caribe

Oriente 47 2 30

América do Norte 5 1 4

Acompanhando a proposta mundial, a Embrapa passou a contemplar em sua
programacdo de pesquisa, desde 1981, projetos relacionados a conservacdo de ragas de
animais domésticos, de interesse agropecuario, em risco de extin¢do. Para isso foi criado um
Programa de Conservacdo de Recursos Genéticos Animais, que é coordenado pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia. A conservacdo vem sendo
realizada por diversos Centros de Pesquisa da Embrapa em parceria com Universidades,
Empresas de Pesquisa Estaduais e produtores privados (Egito et al., 2002a). O programa
inclui as seguintes etapas: (a) identificacdo das populacdes em adiantado estado de dilui¢éo
genética; (b) caracterizacdo fenotipica e genética do germoplasma; e (c) avaliagdo do
potencial produtivo (Mariante et al., 2004). A conservacéo est4 sendo realizada em Nucleos
de Conservacéo localizados nos habitats onde os animais foram submetidos a sele¢do natural
(in situ), e pelo armazenamento de sémen, embrides, DNA e tecido (ex situ).

Assim como as demais espécies que tiveram sua introducdo a época da
colonizagéo, os jumentos das ragas naturalizadas fazem parte dos projetos de conservagao
desenvolvidos pela EMBRAPA, cujo objetivo é a preservacdo, conservagdo e a
disponibilidade para as cadeias produtivas da diversidade genética das espécies domésticas do
Brasil ameacadas de extin¢éo (Egito et al., 1999).

A partir dos resultados dos estudos de caracterizagdo genética das espécies
incluidas no programa, serd possivel comparar as racas naturalizadas e estimar distancias

genéticas entre as mesmas, dirimindo duvidas que possam existir a respeito de suas

! Tabela obtida a partir de consulta realizada & pagina do DAD-IS (http://dad.fao.org) no dia 07/06/2009.
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unicidades, bem como auxiliar no monitoramento e na manutencdo da maxima variabilidade

genética nos Ndcleos de Conservacéo (Egito et al., 2002b).

3.4. Caracterizacdo Genética

Segundo a FAO 2000, elementos importantes nos programas nacionais de
conservacdo incluem o inventario, a caracterizacdo e a documentacdo dos dados obtidos.A
sugestdo de aplicar a caracterizacdo genética nos programas de conservacdo de RGA ndo é
recente (Mariante & Trovo, 1989; Fitzhugh & Strauss, 1992; Barker, 1994; Egito et al.,
1999). Em 1992, Hetzel & Drinkwater ja afirmavam que as técnicas moleculares, baseadas
em polimorfismos de DNA para a anélise da variabilidade genética eram essenciais para 0s
programas de conservagdo e melhoramento racionais, uma vez que estes devem estar
fundamentados na combinacdo dos dados fenotipicos e genéticos. Bjornstad et al. (2000)
consideram a caracterizagdo como 0 primeiro passo para a conservagdo de ragas nativas.Em
termos de pesquisa, a prioridade deve ser dada a caracterizacdo e a avaliacéo das populagdes
nativas e a mensuracdo das diferengas entre e dentro das populagbes (Fitzhugh & Strauss,
1992), embora Barker (1994) cite que representantes de ragas comuns e economicamente
importantes devam ser incluidas, em adic&o as raras, com o intuito de se obter uma viséo geral
da diversidade genética existente dentro de cada espécie.

Estudos das relagBes genéticas em racas de asininos tém ocorrido
principalmente devido a sua importancia (Tambasco & Trovo, 1985). O conhecimento de que
as caracteristicas fenotipicas sdo herdaveis, levou o homem a utilizar marcadores
morfol6gicos como pardmetro para a selegdo de reprodutores e controle dos acasalamentos
visando a manutenc&o das caracteristicas de interesse zootécnico e comercial (Rosa, 1997).

A partir dos anos 50, as proteinas se tornaram (teis neste processo, por meio
das analises isoenzimaticas e, com o advento da eletroforese protéica, um maior nimero de
marcadores polimorficos (diferenca existente entre individuos ou populagdes na seqliéncia de
DNA em um determinado loco) pode ser utilizado, para selecionar caracteristicas de interesse.
O fato de detectar-se apenas o produto final de genes funcionais pode subestimar a
variabilidade genética destas populacBes, pois somente um ndmero limitado de sistemas
polimorficos (de 10 a 20%) é geralmente visualizado em cada espécie (Cunningham, 1990;
Hetzel & Drinkwater, 1992; Arranz et al., 1996).
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Com o avango das pesquisas em biologia molecular, novas técnicas surgiram
para a caracterizacdo genética de organismos superiores. Através do estudo do DNA pode-se
verificar a existéncia de um grande nimero de marcadores genéticos polimdrficos, os quais
possuem um vasto potencial de utilizagcdo (Gibson & Smith, 1989).Dentre as vantagens de se
utilizar os polimorfismos de DNA podem-se citar as seguintes: (i) sdo altamente polimorficos;
(if) a mesma técnica pode ser utilizada para qualquer segmento de DNA,; (iii) a automatizacéo
é facil e (iv) existem diferentes tipos de marcadores cada qual com seu mérito (Cavalli-Sforza
1998; Hanotte & Jianlin, 2005). Muitos destes estudos tornaram-se possiveis ou simplificados
devido ao desenvolvimento de uma técnica in vitro de amplificacdo enzimética de segmentos
alvo-especificos do DNA. O método foi denominado de PCR (Polimerase Chain Reaction)
(Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Marcadores moleculares com padrdes de heranga mendeliana distintos podem
elucidar questdes diferentes e importantes para a tomada de decisdes na conservagdo de RGA
(Recursos Genéticos Animais). A diferenca na transmisséo e nos padrdes de evolucéo fazem
com que marcadores citoplasmaticos, como o DNA mitocondrial (mtDNA), e 0s genes e
seqliéncias do DNA nuclear reflitam aspectos diferentes da biologia e da histéria de uma
populagéo (Sunnucks, 2000).

Marcadores autossémicos, com heranga bi-parental, como os microssatélites,
sdo comumente utilizados para a identificagdo genética de individuos e analises de parentesco
(Paiva et al., 2004; Egito et al., 2005a; Egito et al., 2005c; Lara et al., 2005), estimagédo da
diversidade populacional e endogamia do rebanho (Giovambattista et al., 2001; Toro et al.,
2003), diferenciacdo de populac@es, célculos de distancia genética, para elucidar a relacdo
entre diferentes ragas e suas origens (MacHugh et al., 1998; Brenneman et al., 2001; Mateus
et al., 2004); bem como estimar possiveis misturas raciais (Freeman et al., 2004; Freeman et
al., 2006).Pelas suas caracteristicas 0s microssatélites tornaram-se rapidamente o marcador
preferido nos estudos envolvendo a anélise de estruturas populacionais, principalmente em
projetos de conservacdo de RGA. Existem em abundancia no genoma e estdo amplamente
reportados, possuem um alto grau de polimorfismos, sdo facilmente automatizados e
utilizados em sistemas multiplexes (vérios locos sendo analisados de uma Unica vez). Além
disto, sdo altamente sensiveis a eventos de bottlenecks e a selecdo (Brufort et al., 2003),
possuem selecdo neutra, sendo a diversidade observada conseqliéncia da deriva genética e da
mutacéo (Canon et al., 2001).

Os microssatélites de DNA sdo sistemas polialélicos altamente varidveis

compostos por DNA repetitivo em tandem em cada loco. As repeticbes em tandem s&o,
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usualmente, simples dinucleotideos — como (CA)n — mas podem ter até seis nucleotideos de
comprimento, estando distribuidos por todo o genoma (Litt & Luty, 1989; Moore et al., 1991;
Hetzel & Drinkwater, 1992). Os polimorfismos sdo gerados pelo nimero de vezes em que a
seqiiéncia se repete, sendo o comprimento do alelo determinado por PCR utilizando-se
primers que flanqueiam a sequéncia repetitiva. As diferencas no nimero de sequéncias
repetitivas podem ser facilmente distinguiveis, sendo que suas variagdes sdo herdadas como
alelos de um loco genético simples (Barker, 1994). Os microssatélites formaram a base da
maioria dos mapas genéticos das diferentes espécies animais que existem atualmente (Hetzel,
1993; Barker, 1994; Brufort et al., 2003). Somado a este fato, estd comprovada a conservacao
destas seqliéncias entre espécies altamente relacionadas, o que significa que estes marcadores
podem ser compartilhados entre espécies diferentes (ex. bovinos, ovinos, caprinos e
bubalinos), mediante a utilizacdo de primers heterdlogos (Moore et al., 1991; Hetzel, 1993).

Sendo essencialmente hapldides e transmitidos uniparentalmente, 0 mtDNA e
0 cromossomo Y abriram uma nova perspectiva no estudo da genética de populacbes. Néao
existe recombinacdo em ambos compartimentos gendmicos e, além disto, a informagao que os
mesmos fornecem é complementar. Enquanto o mtDNA informa sobre a contribuicdo materna
na evolucdo da populacdo em andlise, o cromossomo Y fornece informacgbes sobre a
contribuigéo paterna (Bruford et al., 2003).

O mtDNA é o marcador molecular mais utilizado em estudos de domesticacéo
(Bruford et al., 2003). Mais especificamente, 0 mtDNA é utilizado para identificar os
provaveis ancestrais selvagens, o nimero de linhagens maternas na populacdo em estudo e
sua origem geogréfica (Hanotte & Jianlin, 2005). Com estes dados pode-se tragcar um padréo
geogréfico da diversidade e evolugdo de uma espécie, a dispersdo e o fluxo génico, verificar
as expansdes demogréficas, a deriva genética e a miscigenacéo (Bruford et al., 2003).

O mtDNA ¢ formado por uma fita simples de DNA circular — assemelha-se a
um plasmideo — possui menos que 20kb na maioria dos mamiferos e esta localizado no
citoplasma celular, dentro da mitocondria (organela celular responséavel pela producgéo de
energia). Possui trés caracteristicas fundamentais para este tipo de estudo: (i) permite a
identificacdo da populacdo ancestral que deu origem a populagdo em estudo; (ii) € variavel e
estruturado geograficamente de forma a permitir a localizagdo aproximada do ponto de
domesticacdo e (iii) ja que sua evolugdo é rapida e em uma taxa constante, € possivel a
datacéo da origem de determinado polimorfismo (Bruford et al., 2003).

Embora seja extremamente informativo em estudos evolutivos, o0 mtDNA

possui suas limitagdes. Por se portar como um unico loco (haplétipo) e ser um marcador
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extranuclear com uma dindmica prdpria, ndo € um bom indicador para inferir a respeito da
diversidade genética total. Além disto, devido & sua heranca materna ndo se detecta o fluxo
génico mediado pelo macho, o qual tem fundamental importancia na evolugdo dos animais
domeésticos e na dindmica dos rebanhos na atualidade (Bruford et al., 2003).

Como é possivel verificar, existem diversos tipos de marcadores moleculares
disponiveis atualmente. Com a intencdo de uniformizar os dados gerados pelos diferentes
laboratorios ao redor do mundo, visando & comparagao entre laboratérios e a obtencéo de um
panorama geral da diversidade mundial, em 1995 a FAO, juntamente com a International
Society of Animal Genetics (ISAG), criou um grupo de consultores que elaborou diretrizes e
recomendacBes técnicas para a mensuracdo da diversidade genética em diversas espécies. O
projeto, denominado MoDAD (Measurement of Domestic Animal Diversity; FAO, 1998),
tracou uma estratégia para a estimacdo da diversidade genética global em bovinos, ovinos,
suinos e aves, a partir da recomendagdo de conjuntos de marcadores microssatélites, para cada
espécie, tornando possivel a comparacdo entre os diversos laboratorios. Em 2004, foram
incluidas novas espécies, como por exemplo, os asininos, sendo também adicionados novos

marcadores microssatélites as listas recomendadas anteriormente (FAO, 2004).

3.5.  Caracterizacdo Genética dos Asininos

Existem poucos trabalhos de caracterizagdo desenvolvidos com a espécie
asinina até o0 momento, sendo que as racas espanholas foram as mais estudadas. Os primeiros
estudos de caracterizacdo de asininos utilizaram polimorfismos protéicos para avaliar a
diversidade da espécie (Niece & Kracht, 1967; Mengozzi et al., 1982; Bowling & Nichel,
1985; Ketchum & Cothran, 1967), porém estes apresentaram um numero limitado de
marcadores polimdrficos o que restringia a utilizagdo destes marcadores.

Breen et al. (1994) utilizaram um conjunto de treze locos de marcadores
microssatélites, isolados para equinos, em Equus przewalskii, e mais cinco espécies de Equus,
dentre as quais 0 Equus asinus (asno doméstico). As amostras foram amplificadas via PCR, e
foi verificado que este conjunto de marcadores poderia ser utilizado para estudo de
diversidade genética com asininos, haja vista, seu sucesso de amplificac&o.

Aranguren-Mendez et al. (2001), analisaram a estrutura genética de cinco ragas
espanholas de asininos, baseado na anélise de 13 marcadores microssatélites e verificaram que
0 numero de alelos, a distribuicdo das freqliéncias genotipicas e a heterozigosidade meédia foi

similar entre as racas analisadas. Os dados indicaram que a diferenca genética entre as racas
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estudadas era de apenas 3,6%, enquanto que, dentro destas, era de aproximadamente 96%.
Além disso, verificaram que o conjunto de marcadores utilizados era suficiente para testes de
exclusdo paternidade.

Em outro momento, Aranguren-Mendez et al., (2002a), analisaram a estrutura
populacional de cinco ragas de asininos espanhdis (Andaluza, Catalana, Mallorquina,
Encartaciones e Zamorano-Leonesa), uma raga de asinino africana (Moroccan) e ainda uma
raca de eqlino (Merens), que foi utilizada no trabalho com outgroup. Assim, encontraram que
a diferenga genética entre as ragas estudadas era de apenas 4,1%, Baseado na analise de 15
marcadores microssatélites, e a partir disso obtiveram um dendrograma onde as racas
Andaluza e Moroccan, se agruparam separadamente dos demais asininos o que coincide com
dados obtidos historica e arqueologicamente.

Ainda em (2002b), Aranguren-Mendez et al., analisaram a estrutura genética
de 513 individuos das cinco ragas espanholas citadas acima, baseando-se na analise de quinze
marcadores microssatélites, confirmando a diferenciacdo genética das ragas pelo agrupamento
em diferentes clusters. O estudo demonstrou também, que a raca Catalana mostrou-se como a
mais conservada, devido a sua alta variabilidade genética.

Jordana & Folch (1997) estudando a raga Catalana com doze marcadores
microssatélites e sete marcadores protéicos, verificaram que o coeficiente de endogamia
dentro das populacBes ndo foi estatisticamente significativo. Destacaram também que os
marcadores microssatélites oferecem um maior contetido informativo perante aos marcadores
protéicos. Além disso, verificaram que o conjunto de marcadores utilizados ndo foram
suficientes para serem utilizados em testes de excluséo de paternidade.

Ivankovic et al. (2002) analisaram a diversidade genética de trés populacdes de
asininos da Crodcia e verificaram que, baseado em oito locos microssatélites, apenas 2,7% da
variagdo observada era devida a diferengas entre as populagcdes. Os mesmos autores
analisando a sequéncia d-loop do mtDNA observaram a presenca de 19 hapldtipos os quais se
agrupavam em trés haplogrupos denominados Y, W e Ws.

A diversidade na seqiiéncia do mtDNA, também foi analisada em seis racas de
asininos espanhdis e duas racas de asininos africanas (Aranguren-Mendez et al., 2004). Nesse
trabalho, os pesquisadores analisaram a regido do citocromo b obtendo seis haplétipos, sendo
0 SPAN-2, caracteristico das racas africanas. Analisando a regido D-LOOP do mtDNA, foram
identificados sete haplétipos, dos quais se dividem em dois clusters principais, um composto
pelos haplotipos (ATI 6; ATI 7; ATl 2 e ATI 4), encontrado somente em ragas espanholas.
Enquanto que, no outro cluster, formado por trés haplotipos (ATI 5; ATI 3 e ATI 1), foi
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dividido entre as racas espanholas e as racas africanas, encontrando apenas o haplétipo ATI 5
nas racgas espanholas (Andaluza e Majorera) e os dois haplétipos restantes (ATI 1 e ATI 3)
caracteristico das racas africanas. Puderam concluir também que, os asininos descendem de
duas linhagens maternas de origem, o Equus asinus africanus e o Equus asinus somaliensis,
como descrito por outros autores (Adametz, 1943; Epstein, 1984; Clutton-Brock,1987;
Camac, 1989; Beja-Pereira, et al. 2004).

Em um estudo sobre a filogenia dos equideos, comparou-se a variabilidade
haplotipica do género equus, obtendo-se uma clara separacéo das espécies e subspécies (E.
caballus caballus; E. ferus przewalskii; E. asinus africanus; E. asinus somaliensis; E.
hemionus onager; E. hemionus kulan; E. hemionus luteus; E kiang holderi; E. hippotiris
burchelli) utilizando o estudo do mtDNA por Kruger et. al. (2005).

A diferenca entre asininos e equinos foram estudas por, Xu et al., (1996),
sendo encontrado apenas 6.9% de diversidade nucleotidica entre as duas espécies, utilizando
analise de mtDNA. Os dados concluem que essas espécies se divergiram a aproximadamente
nove milhdes de anos, sendo que, a domesticacdo dos asininos foi feita a aproximadamente
seis milhdes de anos atrés, dados que corroboram com outros autores.

Em um estudo sobre a diversidade do mtDNA e a estrutura populacional de
quatro racas chinesas, Chen et al. (2006), obtiveram dois troncos de origem materna, baseadas
na analise do mtDNA para as ragas Equus asinus africanus e o Equus asinus somalinsis
confirmando a teoria mais aceita pelos autores, de origem dos asininos domesticos. Beja-
Pereira et al. (2004), estudando uma gama maior de racas oriundas da Asia e Africa
concluiram que os asnos atuais derivam dois troncos de origem materna sendo um o Equus
asinus africanus e o outro Equus asinus somalinsis

No Brasil, a caracterizacdo das diferentes ragas de asininos domésticos
existentes, baseia-se, quase que exclusivamente, em dados fenotipicos. Em contrapartida, a
caracterizacdo genética é livre de influéncias do ambiente, propiciando uma maior acurécia
dos dados gerados, importante nas decisdes a serem tomadas em programas de conservagao
ou na sua futura utilizagéo (Fitzhugh & Strauss, 1992).

O estudo aprofundado da espécie asinina poderd auxiliar na preservagdo e
conservagdo do germoplasma. Os ganhos na eficiéncia econdmica podem ser resultado da
utilizagdo desse material genético, superando 0s custos requeridos na conservacdo destas
ragas. Algumas delas, que foram economicamente importantes em outro momento, coexistem

raramente, ainda que possuam caracteristicas com valores potenciais (Hall & Bradley, 1995).
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CAPITULO 2: DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA E ANCESTRALIDADE
MATERNA DE RACAS ASININAS PELA ANALISE DA
REGIAO CONTROLE DO mtDNA
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RESUMO

Marcadores moleculares citoplasmaticos, com padres de heranca distintos
podem elucidar questdes diferentes e importantes para a tomada de decisdes na conservagao de
Recursos Genéticos Animais. A diferenca na transmisséo e nos padrdes de evolucdo faz com que
estes marcadores, reflitam aspectos diferentes da biologia e da historia de uma populagdo. Os
asininos estdo associados a um vasto patriménio de importancia social, cultural, econdmica e
ecologica. Sua utilizacdo baseia-se principalmente na agricultura, porém também s&o
utilizados em servicos de carga e transporte, na producdo de hibridos, bem como na
alimentacdo humana em alguns paises. Diversas sdo as teorias a respeito da origem dos
asininos domésticos, sendo que a maioria dos autores indica que a existéncia de dois troncos
ancestrais, um na regifo nordeste da Africa e outro na regido do Oriente Médio. Acredita-se
que os asininos tenham sido introduzidos no Brasil por volta de 1534, trazidos pelos
colonizadores portugueses. Um total de 59 individuos de racas brasileiras de maior ocorréncia
foram incluidos: (jumento Brasileiro n = 20, jumento Nordestino n =19 e jumento Pega n
=20) foram incluidos neste estudo. Analisando em um primeiro momento apenas as ragas
brasileiras, observou-se 23 sitios polimoérficos, que se agruparam em 16 haplotipos. A
diversidade haplotipica média observada foi de 0,769 + 0,052. A raca Brasileira apresentou
apenas um hapl6tipo, enquanto que a raga Nordestina apresentou 10 hapl6tipos, com
diversidade haplotipica de 0,854 + 0,069 e diversidade nucleotidica de 0,01283. Ja na analise
da raca Pega, sete hapldtipos foram detectados, com diversidade haplotipica de 0,853 + 0,043
e diversidade nucleotidica de 0,01748. Os haplétipos observados distribuiram-se em dois
grandes haplogrupos, onde o jumento Brasileiro ficou mais proximo do jumento Pega. O
jumento Nordestino mostrou-se mais distante das demais ragas. Quando foram adicionadas as
demais seqtiéncias de outras regides (Africa, Europa e Asia) bem como dos eqiiinos utilizados
como outgroup, os resultados obtidos confirmaram a possivel existéncia de dois troncos de

origem dos asininos, sendo um asiatico e outro africano. Pela analise molecular de variancia
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(AMOVA) encontrou-se que a variacdo entre as racas foi responsavel por 28% do
polimorfismo encontrado, sendo os 72% restantes explicados devido & variacdo dentro das
racas. As ragas brasileiras agruparam-se com as racas asiaticas e européias, ficando distantes
do tronco de origem africana. Dados histéricos demonstram que as ragas naturalizadas de
asininos derivam principalmente de ragas ibéricas. Verificou-se ainda a existéncia de uma
subdivisdo entre os haplotipos asiaticos e, por conseguinte, entre os haplétipos brasileiros, o

que sugere a existéncia de dois haplogrupos distintos de origem asiatica.

Palavras-chave: jumentos, d-loop, ragas crioulas, diversidade haplotipica.
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ABSTRACT

Cytoplasmatic molecular markers, with different patterns of inheritance can
explain different issues and important for the decision making in the conservation of animal
genetic resources. The difference in transmission and in the patterns of evolution makes these
markers reflect different aspects of biology and history of a population. The donkeys are
associated with a vast heritage of social, cultural, economic and ecological. importance. Their
utilization is based mainly on agriculture, but they are also used for draft and transport, as
well as for the production of hybrids, and as human food in some countries. There are several
theories about the origin of domestic donkeys, and the majority of authors indicate that the
existence of two ancestral trunks, a region in Northeastern Africa and another in the Middle
East. It is believed that the donkeys have been introduced in Brazil around the year of 1534,
brought by Portuguese settlers. The objective of this study was to analyze the genetic
diversity of three naturalized donkey breeds from Brazil, and verify its origin, by sequencing
and analyzing the control region (d-loop) of mitochondrial DNA. A total of 59 individuals of
Brazilian donkey breeds of higher occurrence were included: (Brazilian donkey n = 20;
Northeastern donkey n = 19; and Pega donkey n = 20) were included in this study. Besides
these, 70 sequences deposited in GenBank representing Asia, Africa and Europe continents,
plus an outgroup (horse) were also included. Looking at first only the Brazilian breeds, 23
polymorphic sites were observed, grouped in 16 haplotypes. The average haplotypic diversity
observed was 0.769 + 0.052. The Brazilian breed had only one haplotype, while the
Northeastern donkey presented ten haplotypes, with an haplotypic diversity of 0.854 + 0.069
and a nucleotide diversity of 0.01283. In the analysis of the Pega breed, seven haplotypes
were detected, with an haplotypic diversity of 0.853 + 0.043 and nucleotide diversity of
0.01748. The observed haplotypes are distributed in two major haplogroups, with the
Brazilian donkey closer to the Pega donkey. The Northeastern donkey was the more distant
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from the other breeds. When the sequences of the breeds from other regions were added
(Africa, Europe and Asia), as well as the horses used as outgroup, the results confirmed the
possible existence of two origin trunks of the donkeys, one Asian and one African. The
analysis of molecular variance (AMOVA) showed that the variation between breeds
accounted for 28% of the polymorphisms found and the remaining 72% were explained by the
variation within breeds. The Brazilian breeds grouped together with the Asian and European
breeds, and were distant from the trunk of African origin. Historical data show that the
naturalized donkey breeds are derived mainly from Iberian breeds. It was also found that there
was a division between the Asian haplotypes, and therefore, among Brazilian haplotypes,

suggesting the existence of two distinct haplogroups of Asian origin.

Keywords: donkeys, d-loop, Creole breeds, different haplotypes.
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1. INTRODUCAO

Os asininos estdo associados a um vasto patrimonio de importancia social,
cultural, econdmica e ecoldgica. Sdo utilizados para producdo de hibridos e para os servigos
de carga e transporte, bem como para a alimentacdo humana em alguns paises (Cruz, 2002).
Os asininos tém estado em contato com o homem ao longo de sua histéria, sendo um dos
primeiros animais a ser domesticado (Pinzon, 1995). Diversas sdo as teorias a respeito da
origem dos asininos domeésticos, sendo a mais aceita a que indica a existéncia de dois troncos
ancestrais, sendo um na regido da bacia do Nilo e outro na regido da bacia do Mediterraneo
(Beja-Pereira et al. 2004).

As ragas brasileiras naturalizadas de asininos desenvolveram-se a partir de
racas trazidas pelos colonizadores e foram submetidas a selecdo natural em diferentes
ambientes, para os quais desenvolveram caracteristicas especificas de adaptacdo, sendo a
presenca e a freqliéncia das formas alélicas a base da variacdo genotipica. Acredita-se que
foram introduzidos no Brasil por volta de 1534, trazido das ilhas da Madeira e das Canarias
(Mariante & Cavalcante, 2006). Segundo Torres & Jardim (1987) no tempo colonial podem
ter havido introducdes de jumentos portugueses, espanhois e africanos.

Este trabalho teve como objetivo analisar a diversidade genética e averiguar a
origem materna de trés ragas asininas de maior ocorréncia no Brasil, mediante o

seglienciamento e a anélise de parte da regido controle (d-loop) do DNA mitocondrial.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de desenvolvimento
O estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Genética

Animal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

2.2. Animais e racas analisadas

Foram analisadas amostras provenientes de 59 animais das trés ragas asininas
naturalizadas sendo estas, a Brasileira (N=20), a Nordestina (N=19) e a Péga (N=20).

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras sanguineas processadas em
até cinco dias ap0s sua coleta em tubos contendo o EDTA a 10% como anticoagulante. O
DNA gendmico total foi extraido utilizando um procedimento inorganico com altas
concentragdes salinas (Miller et al., 1988).

Trinta e trés seqliéncias da regido controle do mtDNA depositadas no
GenBank, representando um outgroup além de ragas asininas originarias da Africa, Asia e
Europa foram incluidas nas analises, com o intuito de investigar a relagdo existente entre estas

e as racas brasileiras (Tabelal).
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Tabela 1. Amostras obtidas no GenBank de acordo com as suas regides de origem, 0 nimero
de animais representados e seu nimero de acesso .

Localidade Sigla N Referéncia Acessos

Europa EUR 2 Ivankovic et al., 2002 AF403063.1; AF403064.1
Africa AFR 3 Beja-Pereiraetal., 2004 AY569545.1; AF532122.1; AF532126.1

AF532119.1; AF532122.1; AF532126.1;
AY666165.1; DQ368560.1; DQ368566.1;
DQ368596.1; DQ448879.1; DQ448881.1;
Chen et al. 2006 DQ448895.1; DQ448902.1; DQ448952.1;
Lei,C.Z etal., 2002 DQ448955.1 a DQ448958.1; DQ448961.1;
DQ448973.1; EF056055.1; EF056082.1;
EF056083.1; EF056087.1; EF056093.1;
EF056095.1; EF056100.1; EF056117.1

Asia ASI 23

Equino CAV 3 Beja-Pereiraetal.,, 2004 AY569548.1; AY569549.1; AY569550.1,;

2.3.  Amplificacdo da regido controle do mtDNA

Uma sequiéncia de 643bp localizada na regiéo controle (d-loop) foi amplificada
utilizando-se os primers, j-dloop2 (5-GCCCATTCTTTCCCCTTAAA-3") e j-dloop4 (5'-
GGGTTTGGCAAGATTGTGTT-3"), desenhados a partir da sequéncia GIl_1805746,
descritas por Xu et al. (1996), nas seguintes condigdes: 1,5mM de MgCI2, 0,25 pM de cada
primer; 200uM de cada dNTP, 9-15ng de DNA e 1UIl de Tag DNA polimerase. As PCRs
foram realizadas seguindo a programacéo de 94°C/5’ seguido de 30 ciclos a 94°C/1’°, 61°C/1’
e 72°C/1’, com extensdo final de 72°C/30’. A amplificacdo dos fragmentos foi confirmada
pela corrida em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo, com posterior
visualizagdo sob luz UV, de uma aliquota da PCR (3pl).

Apos esta primeira amplificagdo as amostras foram purificadas de acordo com
Werle et al., (1994) utilizando as enzimas exonuclease | (exol) e fosfatase alcalina de
camardo (SAP). A exol digere o excesso de primers da reagdo enquanto a SAP defosforila o
excesso de dNTPs. As enzimas foram adicionadas a reacdo de amplificacdo na proporcéo de
1:1 (0,5UlI de cada uma) e incubadas a 37° C por 30 minutos, seguidos de 20 minutos a 80° C.

A reacdo de sequienciamento foi realizada pelo método de terminacdo de cadeia
utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos (Sanger, 1988). Foi utilizado o
kit Big Dye v.3 (Appied Biosystems) sendo a reacdo preparada em um volume final de 10pl
com 1,6uM de primer e aproximadamente 10ng do DNA purificado com Exol-sAP. A

amplificacdo foi realizada em um termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System 9700
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(Applied Biosystem) programado para 96° C por 1 minuto, 25 ciclos a 96° C por 10 segundos,
50° C por 5 segundos e 60° C por 4 minutos.

As reagOes foram purificadas novamente antes de serem sequenciadas
utilizando EDTA e etanol. A eletroforese foi realizada em um sequienciador automatico ABI
PRISM 3130.

2.4.  Andlise estatistica

As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa SeqScape v 2.5
(Applied Biosystems) tendo como sequéncia referéncia a sequéncia GI_1805746 depositada
no GenBank. As sequliéncias consenso, obtidas a partir do SeqScape, foram alinhadas
posteriormente as demais obtidas no GenBank mediante 0 uso do programa MEGA v.3.0
(Kumar et al., 2004) sendo o alinhamento checado posteriormente com o uso do programa
DNA alignment (www.fluxus-engineering.com/align.ntm). Nas andlises realizadas as
amostras foram agrupadas por continente.

Os indices de diversidade nucleotidica, a diversidade haplotipica e as
distancias dentro, entre e para toda a populacéo foram obtidos mediante o0 uso dos programas
Mega 3 (Kumar et al., 2004), o ARLEQUIN (Schneider et al., 2000) e DNASP (Rozas et al.,
2003). A matriz de distancia gerada baseou-se no modelo de substituicdo de Kimura 2-
pardmetros. O dendrograma foi construido utilizando-se o agrupamento de Neighbor-Joining
(Consensus Network), levando em consideracdo a possibilidade de miscigenagdo entre as
populacdes (Hybridization Network). Esta andlise foi implementada pelo programa SplitTree4
(Huson & Bryant, 2006). A filogenia das racas analisadas também foi verificada pela
construcdo de uma rede haplotipica, pelo método de median-joining (MJN) (Bandelt et al.,
1999), utilizando-se o programa NETWORK 4.1.0.8. A analise de variancia molecular
(AMOVA) foi realizada utilizando-se o programa ARLEQUIN (Schneider et al., 2000).
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3. Resultados e Discussdo

3.1. Diversidade genética das racas de asininos naturalizados pela anéalise do DNA

mitocrondrial.

Pela andlise da seqliéncia de 596pb da regido D-loop do DNA mitocondrial,
observou-se 16 haplétipos nas 59 amostras utilizadas, sendo estes definidos por 23 sitios
polimérficos, sendo 22 transi¢des e uma transversdo (Tabela 2). A raga Brasileira foi a que
apresentou menor numero de hapldtipos, apresentando apenas um o qual também foi
compartilhado com as demais ragas em estudo. Na raca Nordestina foram detectados dez
haplé6tipos sendo que nove destes foram especificos desta raga, enquanto que na raga Péga
foram encontrados sete hapl6tipos sendo seis destes especifico para a raca (Tabela 2).

A anélise de varidncia molecular (AMOVA) revelou que a maior variacdo
ocorre dentro das populacfes asininas (56,06%) enquanto que a variagdo entre racas é de
43,94% (p<0,001), sendo o valor de FST observado de 0,4391. A diversidade nucleotidica
interpopulacional foi de 0,005 + 0,001 enquanto a diversidade total foi de 0,015040 +
0,001730. Foi possivel observar que ndo existe diversidade nucleotidica dentro da raca
Brasileira enquanto que nas racas Nordestina e Péga a diversidade nucleotidica foi de
0,017827 + 0,009841 e de 0,023854 + 0,012821, respectivamente (Tabela 3).

As racas naturalizadas de asininos apresentaram uma maior diversidade
nucleotidica quando comparadas aos resultados de outros estudos. Esta maior diversidade é
explicada pelo numero de haplotipos encontrados nas racas naturalizadas. A excegdo foi a
raca Brasileira que apresentou apenas um Gnico haplétipos, o que pode ser explicado pelo fato
de que todas as amostras desta raga, incluidas neste estudo, serem oriundas de apenas um
nucleo de conservagdo, situado em colina e pertencente ao Instituto de Zootecnia de Séo

Paulo.
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Tabela 2: Hapldtipos observados na regido d-loop do DNA mitocondrial nas ragas asininas

brasileiras, com a posi¢do de seus sitios nucleotidicos polimérficos e nimero de
animais observados em cada uma das racas analisadas., presentes nas ragas
naturalizadas de asininos.

POSICAO NUCLEOTIDICA RACAS
111111111111111111111111
5555550555555 055555 50505650555
4 4 45555556 6666788 888899 9IBINUIP
88 9026899245697 00222652839
450329089142280160127090

Ref. GCCTAAACAAGCACTCCCGGCGGT

Hap_ 1 G A 20 3 4
Hap2 A TC GGTG ATGTC TTAA AAC 7
Hap3 ATTC GGTG ATGTC TTAA A 1
Hap4 A TC GGTGGATGTCTTTAA A C 1
Hap5 A TC GGTGGATGTCTTTAA AAC 2
Hape A TC GGTG ATGTC T A C 1
Hap7 A TC GGTGGATGTC T A 1
Hap8 A TC GGTG ATGT A 1
Hap9 A TC GGTG ATGT A C 1
Hap_10 G G A 1
Hap11 A TCTGGTGGATGTCTTTAA AAC 5
Hap12 A TC GGTG ATGTCTTTAA AA 2
Hap 13 A TC GG TG TGTCTTTAA AAC 1
Hap_14 G T A 5
Hap_15 G 2
Hap_ 16 G A A 1
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Tabela 3: Diversidade haplotipica e diversidade nucleotidica estimada a partir da regido d-
loop do mtDNA, para cada uma das ragas brasileiras naturalizadas.

Raca l_\ll]r_ne,ro de Nl]me,rp de Diversique Diversi@a_de
individuos  Hapldtipos Haplotipica Nucleotidica
Brasileiro 20 1 0,000 +/- 0,000 0.000000 +/- 0.000000
Nordestino 19 10 0,854 +/- 0,069 0.017827 +/- 0.009841
Pega 20 7 0,853 +/- 0,043 0.023854 +/- 0.012821
Total 59 16 0,769 +/- 0,052 0,015040 +/- 0,001730

A maior distancia genética foi observada entre as racas Brasileira e Nordestina

(0,022) enquanto que a menor distancia foi entre as ragas Brasileira e Péga (0,014). A

distancia genética observada para as racas Nordestina e Péga foi de 0,018. A analise de

Network revelou que as ragas brasileiras se dividem em dois haplogrupos onde o jumento

Brasileiro aparece proximo ao jumento Péga sendo ambos encontrados principalmente na

regido Sudeste do Brasil (Figura 1).

Estes dados estdo de acordo com a distribui¢do geogréfica das racas, ou seja, as

racas que estdo geograficamente mais proximas estdo geneticamente mais proximas. Estes

dados sugerem a possivel existéncia de mais de uma origem materna para a formacdo das

ragas naturalizadas, ou ainda que podem ter existido momentos distintos de introgressédo de

asininos no Pais.
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Figura 1. Rede (Network ) contraida formada pelo método de median-joining (Bandelt et al.,
1999) demonstrando as linhagens de mtDNA observadas nas trés ragas asininas
naturalizadas. Os circulos representam a freqliéncia do haplétipo. O comprimento
das linhas esta relacionado aos passos mutacionais que separam cada haplotipo.

3.2. Evidéncias genéticas da origem das racas de asininos criadas no Brasil

Pela analise molecular de varidncia (AMOVA) foi possivel verificar que a
variacdo entre as racas dos diferentes continentes foi responsével por 13,73% do
polimorfismo encontrado, sendo o restante explicado pela variagdo dentro das ragas. Nas
analises aos pares (Tabela 5), verificou-se que ndo houve diferenciacdo significativa entre as
racas brasileiras e os haplotipos asiaticos e europeus. Ja em relagdo aos hapldtipos africanos
esta diferenca foi significativa (p<0,001).

A andlise da sequéncia da regido d-loop do DNA mitocondrial de racas
naturalizadas de asininos, representa um primeiro passo na elucidacdo de questdes a respeito
da origem desta espécie no Brasil, j& que a mesma foi realizada em comparagdo com

seqiiéncias de ragas de asininos da Asia, Europa e Africa. Com isto foi possivel verificar que
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as ragas de asininos naturalizados ndo se diferenciaram significativamente, quando
comparadas as racas asiaticas e europeéias. J& em relacéo aos hapldtipos africanos houve uma
diferenciacdo significativa.

Dados historicos demonstram que as ragas de asininos brasileiras derivam
principalmente de racas ibéricas. Estudos relatam que a maioria das ragas europeias tem
origem a partir do tronco asiatico (Adametz, 1943; Epstein, 1984; Camac, 1989), o que

elucidaria esta proximidade das racas naturalizadas com as ragas asiaticas.

Tabela 4: Anélise da variancia molecular (AMOVA) nos diferentes niveis hierarquicos entre e
dentro das ragas asininas estudadas baseada na distancia de Kimura 2P. (GL — graus
de liberdade; *p<0,05; **p<0,001).

Estrutura Fonte de variagéo GL Variagdo (%) Indice de fixacdo
) Entre populacdes 3 13,73
Todas as Sequiéncias populag . FST =0,13733*
Dentro das populacdes 88 86,27
. Entre populagdes 1 11,87
Brasil + E FST =0,11866
rast Hropa Dentro das populagdes 59 88,13 S 118
L Entre populagdes 1 6,04
Brasil + A FST = 0,06042
rast S1a Dentro das populagdes 83 93,96 S 060
; Entre populagdes 1 37,45
Brasil + Africa PopUTaL FST =0,37454**

Dentro das populagdes 62 62,55
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Figura 2. Network formada pelo método de median-joining demonstrando as linhagens de
mtDNA observadas para as ragas asininas em estudo. Os circulos representam as
seqliéncias haplotipicas, sendo a area dos mesmos proporcionais a freqiiéncia do
hapl6tipo. O comprimento das linhas esta relacionado aos passos mutacionais que
separam cada haplétipo.

CAV

Figura 3. Arvore filogenética demonstrando a relagio existente entre as racas dos diferentes
continentes analisadas, inferida a partir da analise da seqliéncia do d-loop de 299bp
baseada na distancia de Kimura 2p e agrupamento pelo método de Neighbor-joining.
ASI — Asia; BRA - Brasil; EUR — Europa; AFR — Africa e CAV — outgroup eqiiino.
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Pelas andlises filogenéticas foi possivel observar a existéncia de dois troncos
de origem, o que corrobora com a hipdtese da maioria dos autores (Sotillo & Serano, 1985;
Lorenzo, 1997, Adametz, 1943; Epstein, 1984; Clutton-Brock,1987; Camac, 1989), sendo um
compartilhado pelas racas brasileiras, européias e asiaticas, e outro dos haplotipos africanos
(Figuras 2 e 3). Alguns autores (Beja-Pereira et al., 2004; Lopez et al., 2005; Aranguren-
Mendez et al., 2004), descreveram esta existéncia de dois troncos de origem sendo um o Asno
de Nubian (Equus asinus africanus) nativo da bacia do Nilo, e o outro o Asno Somaliense
(Equus asinus somaliensis).

Pela anélise de network verificou-se ainda a existéncia de uma subdivisdo entre
os haplétipos asiéticos e, por conseguinte, entre os haplotipos brasileiros, o que sugere a

existéncia de dois haplogrupos distintos de origem asiética.
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4, CONCLUSOES

A excecfo da raga Brasileira, as demais ragas asininas estudadas possuem uma
alta diversidade nucleotidica na regido controle do mtDNA.

As racas asininas brasileiras possuem haplétipos de origem em comum com
racas asiaticas e européias, oriundas do tronco somaliensis.

A subdivisdo observada no tronco somaliensis sugere a existéncia de dois
haplogrupos distintos a partir desta origem ou a possivel existéncia de um maior nimero de

centros de domesticagéo.
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CAPITULO 3- DIVERSIDADE GENETICA DE RAGAS ASININAS
CRIADAS NO BRASIL POR MEIO DE
MARCADORES MICROSSATELITES
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RESUMO

A diversidade genética animal, vem diminuindo nos ultimos anos. Programas
mundiais de preservacdo tém sido desenvolvidos devido & preocupagdo com a perda da
diversidade genética causada pela extincdo de ragas e populacdes animais. Estes programas
incluem, entre outros passos, a caracterizagdo genética das espécies. Neste sentido, este
estudo tem por objetivo caracterizar geneticamente as trés principais ragas de asininos criadas
no Brasil, por meio da utilizagdo de marcadores moleculares do tipo microssatélites. Para este
estudo, foi utilizado um total de 221 animais, representando trés ragas naturalizadas de
asininos do Brasil, uma raga equina, utilizada como outgroup, e um conjunto de 15 locos
microssatélites. Todos os locos genotipados foram polimoérficos para todas as ragas, com
excecdo da Raga Péga que apresentou um unico alelo para o loco ASB17. Observou-se um
total de 91 alelos para todos os locos analisados. Os indices de diversidade, estimados para
cada raca, demonstraram um numero médio de aproximadamente seis alelos. As racas
naturalizadas apresentaram maiores médias de riqueza alélica do que a raga eqiiina Arabe. A
ragca Nordestina apresentou o maior numero de alelos, entretanto foi a raga Brasileira a que
obteve o maior valor de riqueza alélica. A heterozigosidade média observada e a
heterozigosidade esperada variaram, respectivamente, de 0,4611 a 0,5681 e de 0,4657 a
0,6721. A maior estimativa de endogamia, levando-se em consideragdo apenas as ragas de
asininos, foi de 0,127, observada na raca Nordestina. J4 0 menor indice de endogamia foi
detectado na raca Brasileira, de -0,044. A diversidade genética encontrada entre as racas
(94,70%) foi inferior & encontrada dentro destas (5,30%) com valores significativos para
p<0,001. A variacdo encontrada de quase 19% foi mais alta, quando adicionado o outgroup
equino. As distancias genéticas mais altas foram observadas entre as racas Brasileira e
Nordestina (0,2197), enquanto que as menores distancias foram observadas entre as ragas
Péga e Nordestina (0,0868). O conjunto de marcadores mostrou-se eficiente para o teste de
probabilidade de excluséo de paternidade (PE1=0,988 e PE2=0,999). Com este estudo foi
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possivel confirmar a eficiéncia dos marcadores microssatélites na caracterizacdo genética de
asininos brasileiros.

Palavras - Chave: jumento, ragas naturalizadas, estudo populacional, STR
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ABSTRACT

The animal genetic diversity has decreased in recent years. Global preservation
programs have been developed due to the concern about the loss of genetic diversity caused
by extinction of breeds and animal populations. Among other steps, these programs include
genetic characterization of the species. This study aims to genetically characterize the three
major donkey breeds raised in Brazil, through the use of molecular markers of the
microsatellite type. A total of 221 animals were used, representing three naturalized Brazilian
donkey breeds, one horse breed, used as outgroup, and a set of 15 microsatellite loci. All
polymorphic loci were genotyped for all breeds, except for the Pega breed that presented a
single allele for the locus ASB17. There were a total of 91 alleles for all studied loci. The
diversity indices, estimated for each breed, showed an average of approximately six alleles.
The naturalized breeds presented higher mean allelic richness than the Arab horse breed. The
Northeastern breed had the highest number of alleles, however was the Brazilian breed that
presented the higher allelic richness. The average observed and expected heterozygosities
ranged, respectively, from 0.4611 to 0.5681 and from 0.4657 to 0.6721. The higher
inbreeding estimate, taking into account only the donkey breeds, was 0.127, presented by the
Northeastern breed. The lowest rate of inbreeding was detected in the Brazilian breed, of -
0.044. The genetic diversity found between breeds (94.70%) was lower than that found within
these (5.30%) with significant values for p <0.001. The variation found was approximately
19%, and was higher when the horse outgroup was added. The highest genetic distances were
observed between the Brazilian and the Northeastern breeds (0.2197), whereas the lowest
distances were observed between the Pega and Northeastern donkeys (0.0868). The panel of
markers was efficient for the test of probability of paternity exclusion (PE1 = 0.988 and PE2
= 0.999). This study could confirm the efficiency of microsatellite markers in the genetic
characterization of Brazilian donkeys.

Keywords: donkeys, naturalized breeds, populational study, STR
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1. INTRODUCAO

Programas de conservagdo tém sido desenvolvidos no mundo devido a
preocupacdo com a perda da diversidade genética causada principalmente pela extingdo de
racas e populacdes. A utilizacéo e o desenvolvimento de recursos genéticos animais deverdo
estar baseados no reconhecimento do papel e do valor das ragas localmente adaptadas, das
racas exoticas, bem como dos cruzamentos entre essas (Mariante & Egito, 2002).

O estudo aprofundado das racas naturalizadas poderd auxiliar no
desenvolvimento e no acompanhamento racional de futuros programas de melhoramento
animal, bem como na preservacgéo e conservagdo desse importante germoplasma (Mariante et
al., 2004). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2000),
elementos importantes nos programas de conservacdo incluem o inventério, a caracterizagao e
a documentacédo dos dados obtidos.

Em termos de pesquisa, deve-se priorizar & caracterizacdo e avaliacdo das
populagdes nativas ou naturalizadas e a mensuracdo das diferengas entre e dentro das
populagdes (Fitzhugh & Strauss, 1992). Barker (1994), no entanto, recomenda-se que
representantes de racas comuns e economicamente importantes devam ser incluidas, em
adicdo as racas raras, com o intuito de se obter uma visdo geral da diversidade genética
existente dentro de cada espécie.

A caracterizacdo genética de populacdes, ragas e espécies diferentes permite o
estudo da variabilidade genética. O conhecimento da variabilidade, por sua vez, é
fundamental para os programas de conservagdo genética de rebanhos em situacdo de risco
(Tambasco et al., 2000).

As racas naturalizadas de asininos do Brasil desenvolveram-se a partir de racas
trazidas pelos colonizadores portugueses, e foram submetidas a anos de sele¢do natural em
diferentes ambientes, para os quais desenvolveram caracteristicas especificas de adaptacéo
(Mariante & Cavalcante, 2006).
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O estudo da diversidade e da variabilidade genética da espécie asinina pode
auxiliar nas decisdes a respeito de quais populacbes devem ser conservadas, quando o0s
recursos sdo escassos, evitando a duplicacdo de esforgos na manutencdo de amostras. A partir
dos resultados dos estudos de caracterizagdo genética da espécie asinina, sera possivel
comparar as racas naturalizadas e estimar distancias genéticas entre as mesmas, dirimindo
ddvidas que possam existir a respeito de suas unicidades, bem como auxiliar no
monitoramento e na manutencdo da méaxima variabilidade genética (Egito et al., 2002).

Por suas caracteristicas 0s microssatélites sdo os marcadores preferidos em
estudos envolvendo a anélise de estruturas populacionais, principalmente em projetos de
conservagéo de RGA (Bruford et. al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente as trés principais ragas
de asininos criadas no Brasil, por meio da utilizagcdo de marcadores moleculares do tipo

microssatélites.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Animais e ragas analisadas

Foram analisados 215 individuos pertencentes a trés ragas asininas criadas no
Brasil, além da raga eqiina Arabe utilizada como outgroup. (Tabela 1). A relagdo das

populagdes amostradas e suas localidades podem ser visualizadas nos anexos.

Tabela 1. Dados descritivos da amostra analisada contendo a raga, o c6digo da mesma,
nimero de populagdes e animais analisados, localidade e ano da coleta. (NP -
nimero de populacdes amostradas; NA — nimero de animais amostrados)

Raca Codigo NP Local da coleta NA Ano da
coleta
J. Brasileiro JB 1 Instituto de Zootecnia - Colina/SP 77 1997
EMPARN - Pedro Avelino/RN 6 1996
J. Nordestino JN 3 BBGA/Cenargen - Brasilia/DF 31 1998
Sao Jodo do Piaui/PI 30 2009
Fazenda Mula Preta - Uberaba/MG 22 2002
J. Pega JP 2 . .
Criatorio Marju - Vassouras/RJ 26 2004
E.Arabe

(outgroup)
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O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras sanguineas processadas em
até cinco dias ap0s sua coleta em tubos contendo o EDTA a 10% como anticoagulante. O
DNA gendmico total foi extraido utilizando um procedimento inorganico com altas

concentragdes salinas (Miller et al., 1988).

2.2.  Locos microssatélites tipados

Quinze locos microssatélites (ASB02; AHTO04; ASB17; ASB23; CORO07,
COR58; COR82; HMS03; HMSO07; HMS45; HTGO07;, LEX73; TKY312; TKY344 e
UCDEQA425) foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) marcados com
os fluorocromos 6-FAM, HEX, TET ou NED. A maioria dos locos microssatélites esta sendo
comumente utilizada por outros grupos ao redor do mundo tornando possiveis as futuras
comparagdes ou a consolidagdo de bancos de dados. Somente os locos TKY 312 e TKY344
ndo estdo incluidos na lista recomendada pela FAO (Food and Agriculture Organization) e/ou
ISAG (International Society of Animal Genetics) para o estudo de diversidade da espécie
asinina no programa MoDAD. As referéncias e as sequéncias dos primers utilizados
encontram-se na tabela 2.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada em um volume final de 20ul
contendo 1,5mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP, 0,25uM cada um dos primers, 10-25ng de
DNA e 1UI de Tag DNA polimerase. Os produtos amplificados foram eletroinjetados, em
sistemas multiplexes de acordo com o explicitado na Tabela 3, em um seqlenciador
automético de DNA (ABI PRISM 3100, Applied Biosystems) e o filtro virtual D foi utilizado
para a leitura das florescéncias. Um padréo interno marcado com Rox, desenvolvido pelo Dr.
Dério Grattapaglia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Figura 1) foi utilizado
para predizer o tamanho dos alelos. Os programas GeneScan 2.0 e Genotyper 2.1 (Apllied
Biosystems) foram utilizados para a genotipagem dos alelos observados.

O programa AlleloBin foi utilizado para classificar o tamanho dos
microssatélites observados em alelos discretos representativos utilizando o algoritmo de

minimizacdo de quadrados minimos de Idury & Cardon (1997).
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Tabela 2. Condigbes de amplificagdo e multiplexes formados para os quinze locos
microssatélites amplificados.

[ Jprimer por

Loco Fluorescéncia Multiplex MgCI2 (mM) Anelamento (°C) reacio (M)
HMS3 FAM 1 15 58° 0,25
HTGO07 FAM 1 15 58° 0,25
CORO07 HEX 1 15 58° 0,25
CORS82 HEX 1 15 58° 0,25
ASB17 HEX 1 15 58° 0,25
HMSO07 NED 2 15 60° 0,25
TKY344 FAM 2 15 60° 0,25
ASB02 FAM 2 15 60° 0,25
UCDEQ425 FAM 2 15 60° 0,25
HMS45 HEX 2 15 60° 0,25
LEX73 HEX 2 15 60° 0,25
TKY312 TET 3 15 60° 0,25
AHTO04 TET 3 15 60° 0,25
ASB23 HEX 3 15 60° 0,25
CORS58 TET 3 15 60° 0,25
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Figura 1. Padréo de peso molecular interno utilizado marcado com a fluorescéncia Rox.
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Tabela 3. Locos microssatélites analisados, par de primers utilizado para sua amplificacdo e
referéncias.

Loco

Primer (5’ - 3°)

Referéncia

HMS3

HTGO7

CORO07

CORS82

ASB17

HMSO07

TKY344

ASB02

UCDEQ425

HMS45

LEX73

TKY312

AHTO04

ASB23

COR58

F=CCAACTCTTTGTCACATAACAAGA
R=CCATCCTCACTTTTTCACTTTGTT

F=CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG
R=ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT

F=GTGTTGGATGAAGCGAATGA
R=GACTTGCCTGGCTTTGAGTC

F=GCTTTTGTTTCTCAATCCTAGC
R=TGAAGTCAAATCCCTGCTTC

F=GAGGGCGGTACCTTTGTACC
R=ACCAGTCAGGATCTCCACCG

F=CAGGAAACTCATGTTGATACCATC
R=TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT

F=CCTGAAGCAGAACATCCCTCCTTG
R=ATAAAGTGTCTGGGCAGAGCTGCT

F=CCTTCCGTAGTTTAAGCTTCTG
R=CACAACTGAGTTCTCTGATAGG

F=AGCTGCCTCGTTAATTCA
R=CTCATGTCCGCTTGTCTC

F=TGTTACAGGTATTGGTAAACTGTGC
R=GGAACAAGAAGAAATCACTAATGTC

F=CCCTAGAGCCATCTCTTTACA
R=CAGATCCAGACTCAGGACAG

F=GGGAAGGACGATGAGTGAC
R=CACCAGGCTAAGTAGCCAAAG

F=AACCGCCTGAGCAAGGAAGT
R=CCCAGAGAGTTTACCCT

F=GAGGTTTGTAATTGGAATG
R=GAGAAGTCATTTTTAACACCT

F=GGGAAGGACGATGAGTGAC
R=CACCAGGCTAAGTAGCCAAAG

FAO, 2004; ISAG, 2004; Jordana &
Folch, 1997; Aranguren-Mendez et
al., 2001.

FAOQ, 2004; ISAG, 2004;
Aranguren-Mendez et al., 2001.

FAO, 2004; ISAG, 2004.

ISAG, 2004.

FAO, 2004; ISAG, 2004; Jordana &
Folch, 1997; Aranguren-Mendez et
al., 2001.

FAO, 2004; ISAG, 2004; Jordana &
Folch, 1997; Aranguren-Mendez et
al., 2001.

FAOQ, 2004; ISAG, 2004;
Aranguren-Mendez et al.,2001.

ISAG, 2004 (Eq(iino)

ISAG, 2004.

ISAG, 2004.

FAOQ, 2004; ISAG, 2004;
Aranguren-Mendez et al.,2001.

FAO, 2004; ISAG, 2004.

FAO, 2004; ISAG, 2004.
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2.3. Analise estatistica

A freqiéncia alélica foi estimada por contagem direta. Pardmetros de
diversidade dos locos e desempenho forense em testes de paternidade foram estimados para
todos 0s microssatélites em conjunto (asinino e outgroup) e somente com as ragas asininas,
utilizando o programa CERVUS (Marshall et al., 1998) incluindo: heterozigosidade esperada
(He) e observada (Ho), o contetdo de informacéo polimoérfica (PIC) e a probabilidade de
exclusdo média (na auséncia — PE1 — ou na presenca — PE2 — de informagdes genéticas do
segundo parental). As estatisticas F de Wright para cada loco foram calculadas utilizando a
metodologia de Weir & Cockerman (1984) utilizando o programa FSTAT (Goudet, 2002).

Utilizando o programa GENEPOP foi realizado um teste exato (Rousset &
Raymond, 1995) para determinar os desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e a
deficiéncia de heterozigotos. O método de cadeia de Markov (Guo & Thompson, 1992) foi
utilizado para obter uma estimativa ndo enviesada pelo teste exato de P.

Estimativas de variabilidade genética para cada raga (He, Ho com seus
desvios-padréo) foram calculadas utilizando a ferramenta Microsatellite do Excel (Park,
2001). O programa FSTAT foi utilizado para calcular a riqueza alélica (AR) padronizada para
variacGes no tamanho amostral. A diferenciacdo racial foi estimada pelas estatisticas F de
Wright (Fir, Fis e Fst) e 0 valor P indicativo foi ajustado pelo procedimento de Bonferroni
utilizando o mesmo pacote estatistico. Uma analise hierarquica de variancia foi realizada pelo
meétodo de andlise da variancia molecular (AMOVA) implementado no pacote ARLEQUIN
(Schneider et al., 2000).

A distdncia de Reynold’s (Fst) foi calculada utilizando-se o FSTAT. A
probabilidade log da estatistica G (Goudet, 2002) foi usada para estimar os valores P e uma
significancia aos pares foi estabelecida apds a corre¢do padrdo de Bonferroni (Goudet, 2002).
Um dendrograma foi gerado a partir da distancia genética Da pelos algoritmos de
agrupamento Neighbor-Joining (NJ), sendo construido utilizando o programa SplitsTree4
(Huson & Bryant, 2006).

Baseado nos gendtipos dos quinze locos microssatélites, os individuos foram
agrupados em um determinado numero de popula¢des e assinalados probabilisticamente a
grupos inferidos pela metodologia Bayesiana implementada no programa STRUCUTRE
(Pritchard et al., 2000). Os testes foram realizados com base no modelo de miscigenagéo

(admixture model) onde as freqliéncias alélicas foram correlacionadas. Para escolher o
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nimero apropriado de populagBes inferidas, foram realizadas varias analises com k (nimero
de populagdes inferidas) variando de 2 a 8 e 300.000 interacbes (periodo “burn-in” de
30.000), com trés repeticdes independentes para cada uma das analises. Os valores reais de k
foram obtidos a partir da magnitude de Ak dada em funcdo de k seguindo o proposto por

Evanno et al. (2005).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante mencionar que este trabalho é o relato mais vasto sobre a
estrutura genética e da diversidade das ragas naturalizadas de asininos do Brasil.

Um total de 215 animais de trés ragas naturalizadas de asininos do Brasil e
uma raca eqiina (Arabe), representando o outgroup foi analisado (Tabela 1). Todos os locos
genotipados foram polimorficos para todas as ragas, a excecéo foi a raga Péga que apresentou
um Unico alelo para o loco ASB17. Observou-se um total de 91 alelos para todos os locos
analisados. As freqliéncias alélicas observadas para cada loco microssatélite dentro de cada
raga podem ser observadas nos anexos.

O nimero médio de alelos por loco foi de 6,07 (variando de 4 para os locos
ASB02 e HMS45 a 12 para o HTGO7). A tabela 4 resume as estatisticas descritivas
especificas e os pardmetros de exclusdo de paternidade para os quinze microssatélites
estudados. Os dados apresentados levam em conta apenas a populagéo asinina.

O numero total médio de alelos observado para todos os locos, consolidado
para todas as trés racas, estd de acordo com as estimativas observadas em outros estudos
(Aranguren-Mendez et al., 2001, 2002a e b; Jordana et al., 1999; Ivankovic et al., 2002).

Os dados genotipicos obtidos demonstram que, com base na heterozigosidade
observada e na riqueza alélica, existe uma quantidade significativa de variabilidade genética
nas populacdes de asininos criados no Brasil quando comparado com as demais racas
estudadas na Europa (Aranguren-Mendez et al., 2002a e b; lvankovic et al., 2002) e na Asia
(Chen et al. 2006).
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Tabela 4. Estatisticas descritivas para os quinze locos microssatélites analisados para as trés
racas naturalizadas de Asininos: nimero de alelos (K), nimero de individuos
analisados (N), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He),
conteudo de informag&o polimorfica (PIC), PEL (poder de exclusdo com apenas um
parental conhecido), PE2 (poder de exclusdo com dois parentais conhecidos),
estatisticas de Wright (Fis, e Fst), PEC (probabilidade de exclusdo combinada).

Loco k N Ho He PIC PE1 PE2 Fis Fst
HMS03 5 160 055 0566 0,483 0,164 0,288 0,1481 0,1341
HTGO07 12 177 0,757 0,735 0,706 0,352 0,537 -0,1018 10,1973
CORO07 6 161 0571 0,749 0,703 0,337 0,513 0,2101 0,1389
COR82 5 165 0,345 0403 0,378 0,085 0,228 0,0945 0,2724
ASB17 5 182 0,038 0,08 0,079 0,003 0,041 0,3616  0,2208
HMSO07 5 176 0403 0,38 0,356 0,075 0,21 0,0705 0,2045
TKY344 5 176 0,642 0,64 0,57 0,219 0,369 -0,0656 0,0778
ASB02 4 173 0,243 0414 0,378 0,086 0,22 0,2638 0,1133
UCDEQ425 8 141 0,695 0,677 0,615 0,251 0,412 -0,0714 0,2093
HMS45 4 172 0512 0546 0,476 0,149 0,283 -0,0289 0,2835
LEX73 5 159 0,189 0434 0,354 0,094 0,186 0,2004  0,4529
TKY312 5 149 057 0,614 0,557 0,2 0,359 -0,015  0,1207
AHTO04 9 128 068 0,787 0,757 0,415 0,595 0,0539 0,1342
ASB23 8 172 0587 0,659 0,595 0,241 0,397 0,1204 0,1771
COR58 5 146 063 0679 0,615 0,251 0,411 -0,0482 0,1542
Média 6 1625 049 0557 0,508 0,0795 0,1927
PEC 0,988414 0,999748

As heterozigosidades esperadas para cada loco, foram nominalmente maiores

que as heterozigosidades observadas, oscilando de 0,08 (no loco ASB17) a 0,787 (no loco
AHTO04), exceto para os locos HTG07, HMS07 e UCDEQ425. A heterozigosidade observada

variou de 0,038 (no loco ASB17) a 0,757 (para o loco HTGO7).

Niveis varidveis de conteddo de informacdo polimoérfica (PIC) e, as

probabilidades de excluséo de paternidade resultantes, variaram amplamente entre locos.

Observou-se uma tendéncia geral esperada de um poder mais alto de exclusdo de paternidade

refletindo aqueles que apresentaram um ndmero maior de alelos, embora esta relagdo ndo seja

linear.
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Os locos HMS3, HTGO07, COR82, HMS07, UCDEQ425, HMS45, TKY312,
AHTO04, ASB23 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Todos os outros locos
apresentaram desvios significativos (p<0,05) no EHW ou né&o puderam ser avaliados.

A menor estimativa de endogamia observada foi dentro do loco HGTO7 (-
0,1018) enquanto a maior foi detectada para o loco ASB17, sendo esta de 0,3616. Os valores
estatisticos de Fst demonstram a contribuicdo de cada marcador microssatélite para a
diferenciacdo racial, os valores de Fst variaram de 0,0778 no loco TKY344 a 0,4529 para o
loco LEX73.

Valores significativos de diferenciacdo genética, calculados por Fsr, foram
observados entre todas as ragas. Estes valores de Fsr foram superiores quando comparados
aos obtidos em outros estudos, tanto quando em comparacdo entre ragas de asininos, quanto
em comparagao entre racas de equinos e de asininos (Xu et al., 1996; Ivankovic et al. 2002).

A significancia e os valores das estimativas globais de Fsr, entre todas as trés
racas para os quinze locos microssatélites, demonstram que estes marcadores podem ser
utilizados como ferramentas poderosas para diferenciacdo das racas.

Os indices de diversidade estimados para cada raga demonstraram um ndmero
medio de alelos de aproximadamente seis (Tabela 5). As racas naturalizadas apresentaram
diversidade superior & raca eqiiina Arabe, com as maiores médias de riqueza alélica (acima de
8,5).

Uma avaliacdo do desempenho forense do conjunto de quinze microssatélites
utilizados demonstrou que, para a maioria dos locos, pode-se obter um padrdo consistente de
poder de excluséo de paternidade. O conjunto de 15 marcadores foi capaz de excluir com uma
probabilidade de 99,85 % um provavel parental em testes onde o trio (ex. mée — pai provavel
— cria) é conhecido. Estes valores podem ser considerados satisfatorios para espécies animais.
Porém, antes de recomendar tais marcadores para provas de rotina, é imperativo validar este
conjunto ou mesmo inserir ou substituir alguns marcadores por outros que apresentem um

poder de exclusdo maior.
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Tabela 5. Resumo estatistico dos pardmetros genéticos populacionais observados para as trés
racas de Asininos e uma raca de Eqino estudadas, baseado na média obtida com os
quinze locos microssatélites (N — nimero de individuos; AR - riqueza alélica, i.e.
média do nimero de alelos por locos levando-se em conta o numero amostral; Ho —
heterozigosidade observada; He - heterozigosidade esperada; Fis — Coeficiente de

Endogamia.
Raca N AR He (SD) Ho (SD) Fis
Jumento Brasileiro 74 9,067  0,4986 (0,0508) 0,5201 (0,0159)  -0,044
Jumento Nordestino 65 8,838 0,5668 (0,0534) 0,4953 (0,0174) 0,127
Jumento Pega 48 8,773  0,4657 (0,0600) 0,4611 (0,0199) 0,01

Equino Arabe (outgroup) 28 7,822  0,6721 (0,0472) 0,5681 (0,0280) 0,159

A raca Nordestina apresentou 0 maior nimero de alelos, entretanto foi a raca
Brasileira a que obteve o maior valor de riqueza alélica.

A heterozigosidade média observada e esperada variou, respectivamente, de
0,4611 a 0,5681 e de 0,4657 a 0,6721. Em todas as ragas, os valores de heterozigosidade
observada foram nominalmente menores que os da heterozigosidade esperada, exceto na raga
Brasileira.

As racas naturalizadas apresentaram diversidade superior a raca eqiiina Arabe,
0 que corrobora o estudo realizado por Kruger et al. (2005). O maior nimero de alelos, assim
como um maior coeficiente de endogamia, foi apresentado pela raga Nordestina, o que pode
ser explicado pelo fato desta raga ter sofrido uma diminuicdo de aproximadamente 75% de
sua populacdo na década de 80. J&4 o fato de a raca Brasileira possuir uma maior riqueza
alélica, porém com um coeficiente de endogamia inferior ao apresentado pelas demais ragas,
pode ser fundamentado pelo nimero de individuos analisados neste estudo e também pelo fato
de todos os individuos amostrados fazerem parte de uma Unica populacdo de um nucleo de
conservacdo, ou seja, com controle zootécnico intenso onde os cruzamentos sdo dirigidos
minimizando a endogamia e mantendo a variabilidade. Em relagdo a diversidade alélica, é
possivel que durante a formacdo do nucleo de conservacdo, tenha havido a aquisicdo de
individuos de diferentes localidades.

Os valores de Fis observados na raga Nordestina demonstram que embora a
mesma tenha conseguido contornar os problemas relacionados & sua extingdo e, atualmente,

possua uma vasta populacdo, pela sua importancia sécio-cultural no Nordeste brasileiro,



54

sugere-se que maiores esforcos sejam envidados visando manter a maxima variabilidade
possivel ainda existente nesta populagdo. Como pontuado por Mariante & Egito (2002) as
acOes de conservagdo devem incluir a troca de reprodutores entre as propriedades e a criagéo
de nucleos de conservagdo animais, como também, a expansdo da coleta de germoplasma e
sua criopreservagdo. Sugere-se que estas acdes incluam uma ag&o anterior de caracterizacdo
genética onde se inclua um nimero maior de populacbes e uma amostragem que envolva a
coleta de animais em outros Estados do Nordeste ainda ndo caracterizados; assim poder-se-ia
identificar os animais mais representativos e com a maior variabilidade alélica possivel. Caso
ndo seja possivel a implantacdo de novos ndcleos de conservacdo, sugere-se que pelo menos
os trabalhos de coleta e congelamento de sémen desta raga, iniciados na década de 80 na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, sejam reforcados, incluindo doses de outros
reprodutores no Banco de Germoplasma Animal desta Instituicdo.

Vérios marcadores exibiram um déficit significativo de heterozigotos devido a
endogamia dentro das populagdes (Fis), nas racas analisadas. Este resultado também foi
observado em outros trabalhos realizados com asininos em outros paises (Aranguren-Mendez
et al., 2001, 2002b; Jordana et al., 1999).

A divisdo da estrutura populacional em diferentes niveis hierarquicos, para
verificar o quanto da variacdo genética era devida a diferengas entre as racas ou dentro destas,
demonstrou que a diferenca observada entre as racas e/ou espécie analisada, em todas as
estruturas testadas, é significativa (p<0,001) (Tabela 6). O valor mais baixo observado foi
entre as trés racas naturalizadas de asininos (5,3%). Valores maximos de diferenciacéo foram
encontrados ao comparar ragas asininas e a raga equina, quase 19%. Quando todas as ragas de
asininos foram analisadas juntas, e contrastadas com a raca Arabe, observou-se quase 41% de
variacdo entre as espécies. Os valores de diferenciacdo entre as racas naturalizadas de
asininos foram superiores aos detectados por Ivankovic et al. (2002) de 2,7% em ragas da
Croacia e por Aranguren-Mendez et al. (2001) de 3,6% em ragas espanholas. Demonstrando
que as racas brasileiras apresentam uma maior variacdo genética entre si do que as racas

espanholas e croatas.
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Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) em diferentes niveis de estruturagdo entre
e dentro das trés racas de Asininos e raca Arabe de Equino estudadas; GL — graus de
liberdade; **p<0,001.

Estrutura Fonte de variagéo GL Variagio (%) Indice de Fixag&o

o Entre populagdes 2 5.30
Racas Asininas Fst = 0.05297**

Dentro das populagdes 371 94.70

Ragcas Asininas e Entre populacdes 3 19.57 E = 019568 **
A st=U.
Equino Dentro das populagdes 426 80.43
Ragas Asininas X Entre populagges . 4135 Fst = 0.41350 **
sT = U.

Equino Arabe
Dentro das populagdes 428 58.65

As estimativas de diferenciacdo genética aos pares baseadas no modelo
infinitésimo (Fst) foram todas significativas apds as corre¢bes de Bonferroni (p <0,01),
indicando que todas as ragas podem ser consideradas entidades geneticamente independentes.

As distancias genéticas mais altas foram observadas entre as ragas Brasileira e
Nordestina (Tabela 7). As menores distancias foram observadas entre as ragas Péga e

Nordestina.

Tabela 7. Estimativa aos pares de diferenciacdo genética e distancia genética entre todas as
trés racas naturalizadas de asininos e a raga eqiiina Arabe. As estimativas de Fst
estdo acima na diagonal e abaixo se encontra a identidade genética de Nei's. Todas
as estimativas de Fst foram significativas (p < 0,01).

Raca EA JB JN JP
EA 0.3184 0.2867 0.3348
JB 0.3919 0.1451 0.1322
JN 0.3582 0.8028 0.0656
JP 0.3739 0.8497 0.9169
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Um dendrograma foi produzido a partir da reconstrucdo filogenética pelo
meétodo de agrupamento UPGMA baseado na matriz de distancia genética Da (Figura 2) em
funcdo da média dos valores obtidos a partir 10.000 bootstraps utilizando-se o programa
MICROSAT. As ragas de asininos e a raga equina agruparam-se em clusters distintos, como
esperado. Com esta analise foi possivel confirmar os resultados que dizem respeito as
distancias genéticas.

O agrupamento com k = 2 apresentou uma alta probabilidade e discriminou as
espécies asininas e equina; Embora com k = 4 haja o agrupamento correto de todos os
individuos dentro das suas respectivas racas, o valor real de k obtido utilizando-se o proposto
por Evanno et al. (2005), ou seja, o nimero real de populagbes existentes na amostra
analisada é igual a cinco (Figura 3) , Esta analise baseia-se no gréafico da figura 4 onde é
possivel observar o nimero real de k (populagdes existentes no conjunto) dado em funcéo da
magnitude de AK. Duas possibilidades foram observadas, populagfes formadas pelas duas
espécies (k=2) e por todas as populacbes analisadas havendo uma sub-estruturacdo na
populacdo de jumentos Nordestinos k=5). Também pode ser observado um grau de
miscigenacéo elevado entre as ragas locais (Figura 3, k=5).

Pela analise do STRUCTURE foi possivel diferenciar as duas espécies, assim
como todas as racas estudadas. Esta analise ainda demonstrou que existe uma subestruturgéo
na populacdo Nordestina. Este fato pode estar refletindo diferencas geograficas ou temporais.
Uma das subpopulacBes é oriunda da coleta de sangue realizada em 1997 no Nducleo de
Conservacgdo de Jumentos Nordestinos que pertencia 8 EMPARN (Empresa de Pesquisa do
Rio Grande do Norte) enquanto que a outra populagéo foi coletada 12 anos depois no Estado

do Piaui.
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Figura 2. Dendrograma gerado utilizando-se o método de UPGMA a partir dos 15 locos
analisados.
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Figura 3. Agrupamento individual dos 215 individuos das trés ragas asininas brasileiras,
inferido pelo método estatistico Bayesiano utilizando-se o programa STRUCTURE.
Cada um dos 215 animais é representado por uma linha vertical dividida em
segmentos classificados de acordo com a cor e tamanho corresponde a proporcao
relativa do genoma do animal correspondendo a um agrupamento particular. As
diferentes racas estdo identificadas pelos nimeros sendo EA=Eqiiino Arabe, JB=
Jumento Brasileiro, JN= Jumento Nordestino e JP = Jumento Pega.
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Figura 4. Magnitude de AK em funcgéo de K dada pela média das 7 corridas independentes
com 500.000 interacbes cada e periodo de burn-in de 50.000. No detalhe esta
apresentada a magnitude de AK em fungdo de K sem se levar em conta o outgroup
equino. O valor que sobressai representa o valor real de K para a populagédo asinina
analisada (nimero de populagdes reais existentes).
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4. CONCLUSOES

O painel de marcadores microssatélites utilizados neste estudo se mostrou
eficaz no estudo da variabilidade genética dentro e entre as ragas naturalizada de asininos do
Brasil. Isto resultou em um panorama geral da situacdo da variabilidade dos asininos
brasileiros.

A diversidade genética encontrada foi semelhante & diversidade identificada
em outros estudos de diversidade na espécie.

A partir desta andlise, pode-se considerar que as racas estudadas sdo entidades
genéticas distintas.

O conjunto de quinze marcadores microssatélites utilizado neste estudo pode

ser empregado com eficiéncia para a analise de exclusdo de paternidade da espécie asinina.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho descreve a utilizagdo de marcadores moleculares
microssatélites e de sitios polimdrficos no DNA mitocondrial no estudo da diversidade
genética e da estrutura de ragas asininas criadas no Brasil. Obteve-se neste estudo um
panorama geral da situacdo da variabilidade genética dos asininos brasileiros. Acredita-se que
este seja o primeiro estudo amplo e detalhado realizado, até o momento, que englobe as trés
ragas asininas naturalizadas, as quais possuem uma maior ocorréncia no Brasil. Embora
existisse um conhecimento histérico a respeito da introdugdo destas populages, estes dados
eram esparsos e pouco consistentes e muito pouco se sabia a respeito de sua composigao
genética.

Com base nos resultados obtidos foi possivel verificar que:

e Todas as ragas analisadas podem ser consideradas entidades genéticas distintas
e sdo oriundas do tronco somaliensis;

e Pela subdiviséo observada no tronco somaliensis sugere-se a existéncia de dois
haplogrupos distintos a partir desta origem ou a possivel existéncia de um
maior numero de centros de domesticacao;

e A diversidade genética observada na populacdo brasileira foi semelhante a
diversidade identificada em outros estudos publicados com ragas de outros
paises/regides;

e Pode-se considerar que o trabalho de conservagdo realizado pelo Nicleo de

Conservacao de Jumentos Brasileiros do Instituto de Zootecnia de SP foi bem
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sucedido, uma vez que esta populagdo apresentou dados de diversidade genética
superior as demais ragas analisadas.
A partir deste trabalho sugere-se a realizagdo de estudos complementares que
possam maximizar os resultados obtidos visando aumentar a acuracia das informaces obtidas

até este momento, sendo estes:

= Um maior nimero de sequéncias de diversas regibes do mundo deve
ser incluido no estudo para que se tenha com maior preciséo, dados de
origem e domesticacdo das ragas asininas naturalizadas.

= Populagbes ainda néo representadas, principalmente da raga Nordestina
devem ser incluidas em estudos posteriores, a fim de averiguar melhor
a alta consanguinidade e a subestruturacdo observada, bem como,
auxiliar no planejamento de estratégias de conservagdo que visem
preservar esta raga.

* Um estudo complementar envolvendo a analise do cromossomo Y deve

ser feito para complementar a anélise do mtDNA.

Finalizando, sugere-se que agdes de conservagdo sejam implementadas e/ou
ampliadas nas ragas asininas naturalizadas incluindo a troca de reprodutores entre as
propriedades e a criacdo de nucleos de conservagdo, como também, a expansdo da coleta de
germoplasma e sua criopreservagdo, com o intuito de salvaguarda-las de uma provavel

reducdo de sua variabilidade genética que poder levar a extingéao.
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Anexo 1
Freqliéncias alélicas observadas para os locos analisados nas ragas em estudo
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