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Apresentacao

O melhoramento genético das espécies animais de interesse econdmico é feito
basicamente pela selecdo dos individuos identificados como superiores, gue
serdo os pais da futura geracao. A cada geracao, a perfeita identificacdo destes
individuos, para acasalamentos dirigidos, promove as respostas esperadas no
que se refere ao aumento de producdo e produtividade dos rebanhos.

Os programas de melhoramento genético para as diversas espécies de animais
domésticos aplicam os conhecimentos e as técnicas de gensética guantitativa, em
escala massal, na realizacdo de avaliagoes genéticas que estimam o potencial
genético de matrizes e reprodutores. Neste processo, as ferramentas estatisticas
para estimativas requerem um adequado controlz da genealogia dos animais que
serdo avaliados. Erros na identificacdo do pedigree destes animais promovem
sérios prejuizos nestas avaliacdes, subestimando ou superestimando a estimativa
do potencial genético de alguns animais 0 que pode comprometer 0s ganhos
genéticos esperados com o programa de melhoramento.

Estes erros de pedigree geralmente sao frutos de falhas no manejo dos animais,
com problemas no sistema de controle de coberturas ou na separacdo dos sexos,
dentre outros. Por outro lado, hé casos mais graves em que a participacéao do
criador é proposital de maneira a se beneficiar economicamente com a dentifica-
cao errdnea. Ainda existem casos de erros no momento da formacao e manuten-
¢ao dos bancos de dados.




A possibilidade de realizar o teste de paternidade permite a resolucdo de casos
especiais, importante para a continuidade eficiente de alguns programas de
melhoramento genético, além de possiveis processos judiciais.

O presente trabalho retrata esta situacdo e apresenta os métodos, fundamentos e
normas para a realizacdo do teste de paternidade em caprinos, além dos traba-
Ihos ja realizados entre a Embrapa Caprinos e a Universidade Federal de Vicosa.
Em uma linguagem clara e objetiva, é importante material de leitura para 0s
interessados na area de genética e melhoramento animal, além daqueles compro-
metidos com o desenvolvimento da caprinocultura

Raimundo Nonato Braga Lobo
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
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Adriana Mello de Aradjo
Simone E. Facioni Guimaries

Introducao

Os reprodutores selecionados por produtores sdo responsaveis pela superioridade
imprimida as geracoes futuras do rebanho. Por isso, grande parte dos produtores
de caprinos paga um preco diferenciado na aquisicdo de reprodutores e matrizes
superiores, descendentes, muitas vezes, de material genético importado, para
assim realizar 0 melhoramento genético de seu rebanho. Tudo isto esta baseado
nas leis da genética, onde os caracteres sdo transmitidos dos progenitores a sua
progénie. O teste de verificacdo de paternidade é a comprovacao cientifica da
descendéncia de um individuo, tomando por base a compatibilidade genética entre
0s progenitores & as progénies. A imporiancia da identificacdo correia de paterni-
dade para a produca@o animal esta implicita no principio do melhoramento genético
por meio da identificagdo e multiplicacao de gendtipos superiores dentro dos
rebanhos visando aumentar o potencial produtivo dos animats.

Genealogia ou Pedigree

O Reugistro Genealogico de caprinos é realizado pela Associagao Brasileira de
Criadores de Caprinos {ABCC) e suas filiadas. Este registro consiste nas informa-
coes de cobertura de matrizes por determinados reprodutores, que dara entao
origerm ao registro de nascimento. Q pedigrse € uma garartia de pureza racial,
Entretanto, ndo existe comprovacgaa cientifica, no Registro Genealégico, da
descendéncia genética de um animal. Existemn, muitas vezeas, erros de pedigree
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gerados de informagoes errdneas de cobertura, falta de atencdo nas anotacoes,
acidentes como reprodutores que pulam as cercas, ou mesmo ma fé do criador
ao prestar, propositadamente, informacgdes que favorecam seus interesses.

As avaliagdes genéticas dos animais de interesse econdmico, publicadas em
catalogos e sumarios, séo fruto, na maioria das vezes, de informacoes de
parentesco fornecidas pelo registra geneal6gico. A genealogia desempenha,
portanto, um papel importante no melhoramento genético e na identificacdo de
genotipos superiores nos programas de avaliacGes genéticas.

Trabalhos realizados no Brasil e no exterior com bovinos leiteiros demonstram
erros de paternidade superiores a 10%, trazendo prejuizos aos produtores que
empregam o melhoramento genético em seus rebanhos | Curi & Lopes, 2002;
Rosa et al.,1997; Ron et al., 1996). Segundo Penna et al. {1998}, parece haver
um consenso por parte dos produtares em aceitar erros de genealogia, ignoran-
do-se, contudo, as consequéncias para o melhoramento genético.

A utilizagdo de métodos de aceleracdo reprodutiva, como a inseminacao artificial
e a transferéncia de embriGes, propicia ainda mais a ocorréncia de erros de
genealogia. A partir dajf, tornou-se evidente a importancia da realizacio de
exames que pudessem garantir as informagdes contidas nos pedigrees.

Métodos Cientificos para a Verifi-
cacdo de Paternidade

A tipagem sangiiinea fol o primeiro teste de paternidade disponivel, surgiu em
torno de 1930. Este método envolve exame sorolégico com anticorpos, tratan-
do-se de um método imunogenético, adicionado ao teste das proteinas
sanglineas, onde as variantes protéicas sdo separadas por meio de eletroforese
(Burow & Blake, 19981, O teste sangiiineo de bovinos promove uma precisio
de 98%, implicando que, a cada 100 pais falsamente indicados, 98 sio detecta-
dos (excluidos) pelo teste.

O desenvolvimento da genética molecular possibilitou a identificacdo de relacoes
entre 0 gendtipo pai-progénie e o surgimento de metodologias visando a confir-
macao de paternidade. Os marcadores de DNA, baseados na técnica de PCR
(polimerase chain reaction, ou reacdo em cadeia da polimerase), surgiram no final
da década de 80 e se firmaram como a principal ferramenta para testes de
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paternidade (Burow & Blake, 1998), Os marcadores mais utilizados na determi-
nacac de patemidade sdo 0s microssatélites, que sao repeticoes em tandem de di- até hexa-
nucleotidaos presentes na molécLla de DNA, sendo detectados por meio da técnica de
amplificacdo por PCR (Fig. 1). Os microssatélites formecem marcas co-dominantes, apresen-
tam alta variahilidade e sdo passiveis de sutormacao em suas andlises, destacando-se como a
ferramenita ideal para testes de paternidade. Segundo Bowling (2001), para um teste de
paternidade ter aplicacdo de rotina, sdo caracteristicas essenciais a acuracia, a efetividade e o
baixo custo, além da rapidez deresposta, da padronizacéo de referéncia e da facil transferén-
cia de informactes entre |aboratdrios. Ainda segundo Bowling (2001), o processo ndo deve
ser limitado ao sangue fresco, pois o material biolGgico utilizado pode ser sangue seco,
sémen, células do epitélio bucal, foliculos pilosos, etc.

Primer | Microssatelite Primer 2

PCR: reacoes de amphificacdo do
fregmento de DNA entre os primers

[

Alelos de diferantes tamanhos

Gal de glefroforase com
fiferentes individuos

Fig, 1. Esquematizacao da fita de DNA, a amplificesdo dos fragmentos de microssatéiites por meio
ta técnica de PCR e o polimorfismio de tamanho dos alelos visualizados apos e'stroforese.

As rotinas de laboratdrio para o teste sao a extragao de DNA a partir da amostra,
as amplificacoes dos microssatélites por meio de reacdes PCR e a separacao dos
fragmentos obtidos na PCR por meio de eletroforese. Na reacéo de PCR, a
molécula de DNA molde € multiplicada entre as sequéncias flanqueadoras dos
microssatélites, corihecidos como primers. Esta multiplicegdo permite ao teste
utilizar pouco DNA, e mesmo assim, possuir alta especificidade e sensibilidade.
Os fragmentos amplificados sdo os alelos, podendo cada individuo possuir até
dois tipos, sendo obrigatoriamente um herdado do pai e um herdado da mae.
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Estes fragmentos amplificados sdo submetidos a eletroforese, gue os separa de
acordo com o tamanho (expresso em pares de base), formande bandas visiveis
quanda corados especificamente.

Os testes de paternidade sdo feitos, geralmente, em sistemas semi-automaticos,
onde os primers sao marcados fluorescentemente, permitindo gue se construam
painéis onde varios marcadores sao analisados simultaneamente (Fig.2).
Otimizando custo e tempo, tais sistemas permitem, ainda, um aumento na precisdo
dos resultados, pois a andlise do tamanho dos fragmentos é obtida por meio de
software especifico. A facilidade de padronizagdo da téznica tem levado a sua
crescente adogdo, embora o preco ao produtar da tipagem sangliinea custe em
torno de US$ 11 e o exame de DNA cerca de US$ 45 por individuo analisado.

i
e

]
|
|
.
l e
Ll
|

Fig. 2. Eletroferograma obtico utlizando simultsneamante quatro marcadores de
microssatélites no equipamento ABI 310 Genetig Analyzer (detalhel. O vermelho &
o padrdo de tamanho molecular, os picos azul, verde e preto correspondem so
tamanhio dos fragmentos gerados no PCR,

Hil B

Em animais de maior valor comercial, como os eqliinos de corrida, o teste de
paternidade é utilizado em rotina hé mais de dez anos. Em bovinos, animais em
centrais de inseminacao e doadores de embrides sao também submetidos ao
teste de paternidade. Exisie uma proposta do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento para a normatizacio do teste no Pais, indicando situacdes onde
0 uso torna-se obrigatorio e indicando laboratérios credenciados em cada
especie.

Fundamentos do Teste de Paternidade

Né@o existe na genética uma prova conclusive de paternidade, apenas indicios de
nédo-paternidade, traduzidos como exclusio de paternidade. O compartilhamento
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de alelos entre a progénie e o suposto pai estabelece a inclusdo de paternidade
(Fig. 3A), e o suposto pai que possui o gendtipo incompativel com a progénie
em questdo é excluido de paternidade (Fig. 3B). O suposto pai que permaneca
n3o excluido pelo teste & tomado como o pai verdadeiro.

Mae Fim Pal Mie Fiho Pal
- - - -
- - -
-
- at -
-
Figura A Figura B

Fig. 3. Esquematizacéo de compartihamento de bandas eletraforéticas. (Al
Inclusdo de paternidade e (B] Exclusao de paternidade,

Existem duas férmulas para o célculo da probabilidade de exclusdo (PE), quando
o gendtipo materno é ou nao conhecido, sendo que no primeiro caso a probabili-
dade de exclusio torna-se maior. Assim, o teste de paternidade realizado pela
genotipagem do trio mae-progénie- sUposto pai possui maior probabilidade de
exclusdo {Jamielson & St. Taylor, 1997).

A PE é definida como a probabilidade de um pai ser excluide como pai verdadei-
ro, assumindo que este pai alegado possa ser um individuo ao acaso. Ou seja, a
PE é relacionada ao poder do teste de excluir um falso pai. A farmula de exclu-
sao de paternidade baseia-se nas freqliéncias genotipicas da populacao,
deduzidas pelas freqiiéncias alélicas estimadas, assumindo, portanto,
acasalamento ao acaso na populacdo (Jamielson & St. Taylor, 1997).

Em termos de freqiiéncia genactipica, a férmula pode ser deduzida em

=§‘— =5 2 [— +]

et

=+

i

sendo n o numero de alelos, onde para calcular a probabilidade de usar este
Jocus para detectar parentescos falsos, deve-se substituir as freqliéncias alélicas
p obtidas na farmula.

13
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As probabilidades de incius&o (Pl) e exclusdo (PE) sdo complementares (Pl=1-
PE). A PE combinada para mais de um marcador é obtida pelo produto das Pl de
cada marcador, uma vez que uma exclusdo ¢ conclusiva. Assim, a probabilidade
Pl é a que ndo é excluida em nenhum dos lov/, (1=PE J {1 - PE = PE

Se o ndmero de alelos (n) for 0 mesmo para todos os Joci k, entac a probabilida-
de de exclusdo combinada (PEC) é dada porPEC= 1 =1 1 - RE K

Na teoria, (juanto maior o numero de marcadores utilizados para compor o teste
de paternidade, maior a probabilidade de exclusdo. Em contrapartida, o preco da
analise também se eleva com o acréscimo de marcas no teste. Na pratica,
geralmente o teste de paternidade deve possuir PE menor que 0,9999. Para isso
sdo utilizados cerca de dez marcadores.

A inclus3o de paternidade & baseada no compartilhamento de bandas
eletroforéticas entre o filho e suposto pai. A exclusdo de paternidade se caracteri-
za pela incompatibilidade em dbis marcadores ou mais entre suposto pai-
progénie. Os erros de tipagem gue possam ocorrer no laboratério resultam quase
sempre em falsa exclusdo, ressaltando a importancia no padrao de qualidade dos
lzboratérios que realizam teste de paternidade:

ExclusGes de paternidade sdo incontestaveis, enquanto a prova da paternidade
depende de inferéncias estatist cas baseadas na auséncia de uma exclus3o,
Entretanto, para pares especificos mae-filho, o alelo paterno obrigatorio pode ser
freqliente, enquanto em outras situacdes ele pode ser raro. Assim, a auséncia de
exclusdo na Ultima situacdo serd mais significativa que na primeira. Isto pode ser
quantificado pela razdo de verossimiihanca entre paternidade e ndo paternidade,
chamada indice de Paternidade (IP], que & uma maneira de quantificar a evidéncia
encontrada em favor da paternidade biolagica do possivel pai.

Normas para o Teste de Paternidade

Existe um drgao cientifico mundial responsavel pelo intercdmbio de informacdes
na area de genética molecular animal . O International Society for Animal
Genetics (ISAG] produz informacdes de microssatélites de DNA a sarem utiliza-
dos em cada espécie para o tesie de paternidade. Recentemente, o padrio para
caprinos foi estabelecido, com dezoito marcas para composicdo, No Brasil, o
teste de paternidade em caprinos & ovinos devera conter no minimo gito
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marcadares, de acordo com Instrugao Normativa da Secretaria de Defesa Animal.

0 ISAG promove, também, testes interlaboratoriais visando comparar os labora-
térins habilitados pera o teste de paternidade, com o objetivo de estabelecer um
padrdo de qualidade nos resultados fornecidos por estes laboratérios.

No Brasil, esta sendo criada uma Instrucdo Normativa do Ministério para o
credenciamento de laboratérios com vistas a realizar teste de identificacdo
genética junto ao Departamento de Defesa Animal (DDA), da Secretaria de
Defesa Agropecudria {SDAI, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abasteci-
mento IMAPA).

Resultados do Trabalho UFV-
Embrapa Caprinos

Recentemente, a Universidade Feceral de Vicosa desenvolveu junto com a
Embrapa Caprinos um painel de marcadores de microssatélites para teste de
paternidade em caprinos (Aradjo, 2004}, obtendo probabilidade de exclusdo de
0,999, ou seja, uma probabilidade de inclusé@o errada de 1 em 2.400 casos.
Foram testados onze loci de microssatélites: BETACAP, INRACOS, ILSTS0087,
INRAOOB, INRA172, ILSTSOO05, ILSTS0O11, SRCRSPO3, INRAOB3,
OARFCB48 e BM3205, sendo cinco pertencentes ao ISAG e cinco cedidos em
colaboracao com o INRA, Franca. Os demais foram retirados do Goatmap atraveés
da internet. O locus BETACAP é pertencente ao cluster génico da caseina {Pépin
et al., 1995). O foci ILSTS0087, INRAOOS, INRAOOG, INRAODB3,
INRABERN172, ILSTS005, ILSTSO11 e BM3205 foram descritos em caprinos
por homologia em bovinos e o locus OARFCB48 por homologia em ovinos
(Bishop et al., 1994; Crawford et al., 1995; Vaiman et. al., 1996). O
SRCRSPO0S foi descrito por Arevalo et gl. (1994) em caprinos.

No estudo aplicou-se o painel de onze marcadores de microssatglites para a
verificacdo de paternidade nos casos onde a mae € ou nao genotipada. Os
microssatélites foram analisados em PCR multiplex e eletroforese multiplex, em
sistema de genotipagem semi-automatico (ABI 310, Applied Biosystems),
visando otimizar tempo e custo com as genotipagens (Tabela 1).
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Tabela 1- Locus de microssatélite, mix de PCR, temperatura de anelamento em °C
(T,,), concentracao de Mg?* em mM (Mg’ *), concentracao dos primers em mM
{Pr} marcacao fluorescente (dye), Probzabilidade de Exclusdo (PE), nimero de
alelos (NI, tamanho dos alelos encontrados (pb) e a freqliéncia observada para
cada /ocus (FG).

Locus Mix T, Mg** P Dye PE N  (phl FG
BETACAP | 55 1.25 06 Ter 0409 7 160 0318
162 0,115
164 0.064
166 0,021
168 0.012
170 0469
174 0002
INRAOOS | 35 125 016 6-Fam 0,362 3 [13  0.003
IS 0.545
17 0,162
19 0243
121 0.047
ILSTSO087 I 55 125 0,12 6-Fam 03524 9 135 0.005
137 0.010
139 0.028
41 0004

Continua...



Tabela 1. Continuagao

Teste de patarnidade em caprinos

Locus Mix T. Mg’ Pr Dye PE N (pb) FG

143 0.057

145 0078

147  0.339

149 0,349

153 0,029

INRADDS 2 35 2,50 0,16 Hex 0.656 10 106 0,041
108 0.034

11210224

114 0102

16 0.110

118 0288

120 0.107

122 0081

124 0.009

126 0,003

INRABERN|72 | 55 1.25 020 Hex 0,568 8 136 0.029
140 0.009

142 0145

Continua...
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Tabela 1. Continuagdo

Locus Mix T, Mg** pFr Dye PE N {pb) FG
144 0,374
146 0,088
148 0,161
150 0,185
152 0,009
ILSTS005 3 56 20 016 Tet 0294 7 175 0,045
(77 0.009
179 0.615
181 0.274
183 0,002
185 0.003
187 0,057
ILSTS011 3 56 20 06 6-Fam 0558 10 262 0.002
264 0,026

266 0.107

268 0.6

270 0.003

272 0,009

Continua...



Tabela 1. Continuagao

Teste de paternidade em caprinos

Locus Mix T, Mg P Dye PE N (pb) FG
274 0377
276 0,214
278 0,098
280 0,002
SRCRSPOS 3 56 2.0 006 Hex 0477 7 157 0,032
159 0,048
162 0.134
165 0,141
167 0498
169 0,056
173 0041
INRADGS 3 56 24 0.20  6-Fam 0475 9 162 0017
164 0.061
16t 0115

[68 0380

170 0347

172 0,078

207 0.002

Continua...

19
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Tabela 1. Continuacao

Locus Mix T, Mg’ P Dye PE N (pb) FG
OARFCEAS 4 58 30 020 Tet (.584 7 152 0,071
134 0,024
156 0212
158 0,134
160 0,189
162 0262
164 0,008
BM3205 5 50 1.25 020 Hex (570 11 215 0,067
217 0044
219 0,010
223 0350
225 0,131
227 0281
29 0035
231 0060
133 (0002
235 0,008
237 0010
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Foram genotipados 292 animais, pertencentes a trés rebanhos, sendo gue a acas
leiteiras importadas, Alpina e Saanen, foram amostradas em dois rebanhos (UFV
e particular) e a raga naturalizada, Moxot6, do rebenho de conservacao da
Embrapa Caprinos, Ceard. Os marcadores estudados apresentaram
heterozigosidade e informatividade de moderada a alta. A heterozigosidade
esperada para todos s /oc/ foi de 0,717. O polimerfismo para um marcador
genético é definido como uma variacao detectavel e herdavel em um Jocus (Ott,
1992). Segundo Ott (1992), um marcador é considerado polimérfico se o mais
abundante dos alelos na populacdo possui uma frequéncia menor do que, por
exemplo, 95%. A escolha do nivel de 95% implica que a probabilidade do
locus, ser heterozigote na populagdo é de 10%. A heterozigosidade é
maxirizada quando as freqliéncias alélicas sdo iguais (p,= p,= 0,50). Segundo
Ott (1992}, um Jlocus & considerado altamente polimorfico se sug
heterozigozidade é maior do que 70%, o que implica freqléncia menor do que
0,55 do mais fregliente alelo.

A probabilidade de exclusdo combinada foi de 0,999591, quando era informado
o gendtipo do trio suposto pai-mae-progénie, e de 0,988375, guando nao se
conhecia o gendtipo materno. Considerando como erros de registros aqueles
com mais de trés incompatibilidades de gendatipo, foram verificados 27 registros
erroneos, correspondendo aproximadamente a 10 % do total analisado.

Com hase nestes resultados, a Embrapa Caprinos & a UFV irdo implementar o
teste de verificacao de paternidade para caprinos, com base em metodologia
internacional de microssatélites (Lukart et al. 1999). A raga Anglo-nubiana
devera ser estudada na nova etapa do projeto. Os /foci que apresentaram baixa
probabilidade de exclusdo serdo substituidos por outros, recomendados pelo
ISAG. O objetivo serd melhorar a probabilidade de exclusao combinada nos
testes, atingindo a meta de 0,99999, ou seja, um erro em cada 10° de paterni-
dades analisadas.
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