Emwa

Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia
Parque Estagéo Bioldgica,
PgEB Av. W5 Norte (final)
www.embrapa.br/
recursos-geneticos-e-

biotecnologia
www.embrapa.br/fale-conosco/sac

Comité Local de Publicagdes

Presidente

Priscila Grynberg
Secretaria-executiva

Ana Flavia do N. Dias
Membros

Andrielle Camara Amaral
Lopes, Bruno MachadoTeles
Walter, Carolina Vianna
Morgante, Débora Pires Paula,
Edson Junqueira Leite, Marcos
Aparecido Gimenes, Solange
Carvalho Barrios Roveri Jose e
Sueli Correa Marques de Mello.

Revisao de texto

Samuel Rezende Paiva
Normalizagdo bibliografica
Rosamares R. Galvdo
(CRB-1/2122)

Projeto grafico

Leandro Sousa Fazio

Diagramagéao
Adilson Werneck
Publicagéo digital: PDF

Todos os direitos
reservados a Embrapa.

ISSN 1676-1340 / e-ISSN 2966-3075
Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Brasilia, DF / Maio, 2025

Uso de ferramenta genémica no manejo genético
dasracas conservadas in situnaEmbrapaRecursos
Genéticos e Biotecnologia

Camila Souza Rodrigues", Danielle Assis de Faria®, Alexandre Floriani Ramos®,
Concepta McManus®, Samuel Rezende Paiva®

() Doutoranda em Ciéncias Animais, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF., @ Pés-doutoranda, Universidade
de Brasilia, Brasilia, DF. ®Pesquisador da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. ¢
Pesquisadora da Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Resumo - Este estudo visou validar ferramentas gendmicas para manejo
do Nucleo de Conservacgao de ragas locais de equinos, ovinos e bovinos do
Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira, em Brasilia, DF. Para as
trés espécies do estudo, foram genotipadas 116 amostras no total, utilizando
o EMBRAPA multispecies 65K Illumina Infinium 1 chip. Foram obtidos os
indices de diversidade intrapopulacional por racga, além de analises de
estrutura populacional e testes de exclusdo de paternidade. Os indices
de diversidade genética revelaram que o maior valor de heterozigosidade
observada (H,) (0,46) foi observado nas ragas equinas Pantaneiro e
Campeiro, e o menor na raca bovina Junqueira (0,31). Todas as ragas
exibiram um coeficiente de endogamia (F ;) negativo, indicando variabilidade
genética e auséncia de endogamia. As matrizes IBD estimaram as relagdes
de parentesco entre os animais de cada raga, confirmando alguns pedigrees
conhecidos e indicando novos parentescos, que assistirdo o manejo dos
rebanhos. A analise de estrutura populacional em equinos (K=4) revelou a
pureza da raga Campeiro, contrastando com a falta de estrutura definida na
raga Pantaneiro. Em ovinos a raga Morada Nova demonstra maior pureza
em comparagao com a Bergamacia Brasileira (K=3). Em bovinos (K=4), as
ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro ndo se diferenciaram completamente,
provavelmente devido a sua origem comum. Os testes de excluséo de
paternidade confirmaram a maioria dos dados de pedigree disponiveis na
plataforma Alelo Animal, além de relevar duos/trios ndo registrados, cujas
informagdes contribuirdo no manejo dos rebanhos.

Termos para indexacdo: Equus caballus, Bos taurus, Ovis aries, SNP,
conservagao genética.



Use of genomic tools in the genetic
management of breeds preserved in
situ by Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology

Abstract — This study aimed to apply a genomic tool
for the management of a Conservation Nucleus of
local breeds, including horses, sheep, and cattle,
located at the Sucupira Experimental Field in Brasilia,
DF. A total of 116 samples from the three species
were genotyped using the EMBRAPA multispecies
65K lllumina Infinium 1 chip. Genetic diversity indices
were calculated for each breed, along with analysis
of population structure and paternity exclusion tests.
Genetic diversity indices revealed that the highest
observed heterozygosity (H,) value (0.46) was
found in the Pantaneiro and Campeiro horse breeds,
while the lowest was observed in the Junqueira
cattle breed (0.31). All breeds exhibited a negative
inbreeding coefficient (F), indicating genetic
variability and the absence of inbreeding at this point
in time. IBD matrices revealed kinship relationships
among animals of each breed, confirming some
known pedigrees and unveiling new data that will
assist herd management. The population structure
analysis in horses (K=4) showed the purity of the
Campeiro breed, contrasting with the lack of a
defined structure in the Pantaneiro breed. In sheep,
the Morada Nova breed showed greater purity
compared to the Brazilian Bergamasca (K=3).
In cattle (K=4), Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro
breeds are not completely differentiated, likely due
to their common origin. Paternity exclusion tests
confirmed most of the pedigree data available on
the Alelo Animal platform, in addition to revealing
unregistered duos/trios, whose information will
contribute to herd management.

Index terms: Equus caballus, Bos taurus, Ovis
aries, SNP, genetic conservation.

Introducgao

O Brasil abriga diversas ragas locais de
animais domésticos, originadas a partir de racgas in-
troduzidas pelos portugueses e espanhdis durante
o colonialismo. As ragas “crioulas” ou “localmente
adaptadas” foram moldadas pela agdo do homem e
pela selecao natural em diferentes ambientes. Para
preservar esse importante patriménio genético, foi
estabelecido o Programa de Conservagdo de Re-
cursos Genéticos Animais, coordenado pela Embra-
pa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen)
(Egito et al., 2002).
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A conservacéo é realizada de duas formas:
in situ, por meio dos Nucleos de Conservacgéo (NCs)
da Embrapa no ambiente em que estdo adaptados,
e ex situ, por meio do armazenamento de sémen e
embrides criopreservados em nitrogénio liquido no
Banco Brasileiro de Germoplasma Animal (BBGA).
Através do Laboratério de Genética Animal do Ce-
nargen (LGA), realiza-se a caracterizacdo genética
de racgas locais de espécies domésticas, o que pos-
sibilita o monitoramento da variabilidade genética
das populagbes e a assisténcia no manejo genético
dos rebanhos.

Como parte da infraestrutura da Embrapa
Cenargen, o Setor de Campo Experimental Fazen-
da Sucupira, localizado na regido de Riacho-Fundo
Il, em Brasilia DF, foi cedido pelo Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Entre
os projetos de maior relevancia realizados no local,
estdo os voltados para reproducéo animal e preser-
vagao de pequenos rebanhos representativos de
ragas nacionais de espécies de importancia agrope-
cuaria (Embrapa, 2015).

O rebanho equino do Setor de Campo Expe-
rimental Fazenda Sucupira é formado principalmente
por duas ragas, Campeiro e Pantaneiro. Ambas lo-
calmente adaptadas, com animais de pequeno e
médio porte, em sua maioria com altura inferior a
1,50 m (McManus et al., 2005). Cavalos Campeiros
e Pantaneiros sao valorizados especialmente pela
rusticidade e adaptabilidade aos planaltos do Sul do
pais e ao Pantanal, respectivamente (Souza et al.,
2018; Santos et al., 2021). Nesse sentido, preser-
var essas caracteristicas por meio de programas de
conservagdo e manejo genético é de fundamental
importéncia para o futuro destas racas.

O rebanho ovino é composto por animais de
ragas locais, dentre elas a Bergamacia Brasileira e
a Morada Nova. Embora possuam caracteristicas
distintas, ambas sdo reconhecidas por sua resis-
téncia e capacidade adaptativa. A raca Bergamacia
Brasileira possui aptidao para a produgao de carne,
leite e 14, enquanto a raga Morada Nova tem aptidao
para carne e couro, e ambas desempenham papéis
fundamentais na diversificagdo genética e no de-
senvolvimento sustentavel da ovinocultura no Brasil
(Paiva et al., 2005; Paim et al., 2021).

O rebanho bovino é composto por exempla-
res das racgas Junqueira, Pantaneiro, Mocho Nacio-
nal e Curraleiro Pé-Duro, todas localmente adap-
tadas (Fioravanti et al., 2021). O gado Curraleiro
Pé-Duro é de pequeno porte, resistente e adaptado
a ambientes semiaridos, sendo tipico dos sertbes
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brasileiros (Fioravanti et al., 2021). A raga Pantanei-
ro é caracterizada por animais de tamanho mediano,
chifres longos e pelagem de coloracéo diversifica-
da, além de ser adaptada as condigdes climaticas
da regido do Pantanal (Juliano et al., 2022). A raca
Junqueira se estabeleceu na regido de Sao Paulo
e Minas Gerais, onde era bastante utilizada para
tracdo animal, enquanto a raga Mocho Nacional,
atualmente parte do Caracu Mocho, é considera-
da de dupla aptidao, tanto para a producéao de leite
quanto de carne (Bianchini et al., 2006; McManus
et al.,, 2023a). Considerada uma das ragas mais
ameacgadas de extingdo no Brasil, a Junqueira foi
preservada pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, que realizou em 2005 a clonagem de
uma vaca, originando as bezerras “Pord” e “Potira”
(McManus et al., 2023b).

Garantir a diversidade genética dentro das
espécies € fundamental, pois sua reducdo pode
impactar a produgcdo animal e, consequentemen-
te, causar prejuizos a industria pecuaria. Na ultima
década, um decréscimo na biodiversidade tem sido
observado em populagdes animais, principalmente
em espécies domésticas. Algumas racas se encon-
tram ameacadas de extingao, e o declinio da diver-
sidade intrapopulacional é alarmante (FAO, 2015). A
preservagao de ragas localmente adaptadas, carac-
terizadas por sua resisténcia e adaptacao, é cada
vez mais importante, particularmente no contexto
atual das mudancas climaticas.

Marcadores moleculares do tipo SNP (Po-
limorfismo de Nucleotideo Unico) tém se consoli-
dado em estudos de caracterizagcao genética, tanto
em equinos (Nogueira et al., 2022; Dementieva et
al., 2023) como em ovinos e bovinos (Paim et al.,
2021; Zhou et al., 2021; Campos et al., 2017; Ge-
brehiwot et al., 2021; Jasielczuk et al., 2024; Orth
et al., 2024). Recentemente, a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia desenvolveu em parceria
com a empresa Neogen, uma ferramenta de geno-
tipagem denominada EMBRAPA multispecies 65K
lllumina Infinium 1 chip. Esse chip contém um total
de 66.413 SNPs para 27 diferentes espécies de ani-
mais e plantas, diminuindo significativamente o cus-
to individual de genotipagem, enquanto ao mesmo
tempo provém dados de SNPs de alta qualidade e
reproduzivel entre laboratérios (Grattapaglia et al.,
in preparation). SNPs na espécie equina, bovina e
ovina foram selecionados para compor o chip ba-
seado em indices obtidos pela sua genotipagem em
ragas brasileiras, tais como frequéncia de chamada
do marcador (call rate), frequéncia do alelo menos
frequente (MAF) e pardmetros de qualidade do SNP

" Disponivel em: https://www.giagen.com/us/
2 Disponivel em: https://www.thermofisher.com/br/.
3 Disponivel em: https://www.neogen.com/.

(GenomeStudio gene call score) (Paim et al., 2021;
Nogueira et al., 2022; Orth et al., 2024).

Este boletim apresenta os resultados da
caracterizacdo genética das ragas locais dos re-
banhos equino, ovino e bovino do Setor de Cam-
po Experimental Fazenda Sucupira, utilizando o
chip EMBRAPA multispecies 65K lllumina Infinium
1. Foram avaliadas a diversidade e a estrutura ge-
nética das populagdes, além de testes de excluséo
de paternidade para verificar os dados de pedigree
da plataforma Alelo Animal da Embrapa e identificar
correlagdes nao registradas. Os resultados contri-
buem para o0 manejo genético dos rebanhos, orien-
tando cruzamentos e prevenindo consanguinidade
e miscigenacéo.

Material e métodos

Amostragem

As amostras de sangue total em EDTA (4ci-
do etilenodiamino tetra-acético) utilizadas no estu-
do foram acessadas do Banco de DNA e Tecidos
Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotec-
nologia. Foram utilizadas 116 amostras de sangue
de trés espécies: 22 de equinos (Campeiro, N = 9,
e Pantaneiro, N = 13), 41 de ovinos (Bergamacia
Brasileira, N = 30, e Morada Nova, N = 11) e 53 de
bovinos (Junqueira, N = 7, Mocho Nacional, N = 7,
Curraleiro Pé-Duro, N = 32, e Pantaneiro, N = 7).

Extragao de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue to-
tal foi realizada no Laboratério de Genética Animal
(LGA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecno-
logia. Foi utilizado o protocolo modificado de extra-
cao da Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen®. Ao fim
da extracdo, a quantidade e qualidade do DNA fo-
ram estimadas em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio, utilizando padrdes de lambda de
200 ng/ug, 100 ng/ug e 50 ng/ug para comparagao.
A qualidade e quantidade também foram estimadas
por analise em espectrofotdbmetro, com base na ra-
zao de absorgdes em 260 nm versus 280 nm, utili-
zando o equipamento NanoDrop, da Thermo Fisher
Scientific?.

Genotipagem
As amostras de DNA foram diluidas, liofilizadas e

enviadas para a genotipagem na empresa Neogen
no Brasil®.. Um total de 1.498 SNPs para equinos



foram selecionados daqueles validados no GGP
Equine Chip (GeneSeek® Genomic Profilert), 2.926
SNPs para ovinos foram selecionados daqueles va-
lidados no GGP Ovine 50K (GeneSeek® Genomic
Profiler®) e 4.222 SNPs para bovinos foram selecio-
nados daqueles validados no Bovine SNP50 e Bo-
vine HD Beadchip para compor trés se¢bes do EM-
BRAPA multispecies 65K lllumina Infinium 1 chip. A
genotipagem foi conduzida pela Neogen/Geneseek
(Lincoln, NE). Manifest files e intensity data (.idat
files) foram obtidos da Neogen. A chamada dos ge-
notipos foi realizada no GenomeStudio 2.0 (lllumi-
na, Inc. San Diego, CA) seguindo os controles de
qualidade padrdes e os alelos foram exportados no
formato top, A, C, G, T.

Andlise de Dados

O controle de qualidade dos dados foi rea-
lizado por meio do software SVS (SNP & Variation
Suite 8.10. 0, Golden Helix, Inc., Bozeman, MT®).
Foram eliminadas amostras com call rate (taxa de
chamada) < 0,99. Posteriormente, na etapa de filtra-
gem dos marcadores, foram excluidos aqueles em
Cromossomos sexuais, ndo mapeados, com call rate
< 0,99, N° de alelos > 2, MAF (Minor Allele Frequen-
cy) < 0,05, além daqueles em Desequilibrio de Liga-
¢ao (DL) (r* >0,3) e que nao estavam em Equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) (p<0,001). Os SNPs que
restaram foram utilizados nas analises genéticas,
performadas com o auxilio dos softwares: Arlequin
v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al. 2000) e Cervus 3.0.7 (Kalinowski,
Taper & Marshall, 2007).

Foram estimados indices de diversidade ge-
nética dentro de cada populacéo, e além disso, ge-
radas matrizes de relacionamento genético do tipo
Identity by Descent (IBD) para analisar o grau de
relacionamento entre os animais do rebanho. Para
investigar a estrutura populacional nas ragas dentro
de cada espécie, utilizamos um modelo Bayesiano
implementado no software STRUCTURE 2.3.4 (Pri-
tchard at al. 2000). Os parametros utilizados foram:
modelo de miscigenacao, frequéncias alélicas cor-
relacionadas, 10.000 burn-in seguido por 20.000
simulagcbes MCMC Reps, K1-K6, e 5 repeticbes
para cada K. Utilizando o Structure Selector (Li &
Liu, 2018), identificamos o numero de grupamentos
genéticos (K) conforme o modelo de AK de Evanno
et al. (2005).
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A anadlise de exclusdo de paternidade foi
realizada no software Cervus 3.0.7. (Kalinowski, Ta-
per & Marshall, 2007). Na etapa de simulagao para
obtencao dos LOD Score de significancia foram uti-
lizando 10.000 progénies, 90% dos loci genotipados,
1% de erros de genotipagem, e niveis de confidén-
cia estrita e relaxada de 95% e 85%, respectivamen-
te. Em cada teste foi confeccionado um arquivo de
pais candidatos, um arquivo de maes candidatas e
um arquivo de progénie. Para tomada de deciséo
de quais animais colocar em cada arquivo, foram
observadas as informagdes na Plataforma Alelo Ani-
mal (data de nascimento), quando existentes.

O Cervus estima um valor de probabilidade
com base na segregacao mendeliana dos marcado-
res para a nao exclusdo dos animais como os pro-
vaveis genitores da progénie. Quando a plataforma
Alelo Animal apresenta dados de pedigree, o obje-
tivo da analise é confirmar o pedigree. Caso esse
dado néo esteja disponivel, o objetivo da analise é
identifica-los se os pais se encontrarem na amos-
tragem.

Resultados e Discussao

Dados pés filtragem

Apos filiragem dos dados de genotipagem,
nenhuma amostra equina ou bovina foi eliminada,
enquanto em ovinos foram eliminadas duas. Na fil-
tragem de marcadores, restaram um total de 1.195
marcadores para equinos, 1.629 para ovinos e
1.585 para bovinos.

indices de diversidade genética

Foram estimados os valores de heterozigo-
sidade esperada (H_) e heterozigosidade observada
(H,) em todas as racgas das trés espécies. O maior
valor de Ho (0,46) foi observado nas ragas equinas
Campeiro e Pantaneiro, enquanto o menor valor
(0,31) foi registrado na raga bovina Junqueira (Ta-
bela 1). Além disso, dentro das trés espécies, todas
racas do estudo apresentaram baixos indices de en-
dogamia, com valores de F ¢ negativos.

Tabela 1. indices de diversidade genética dos reba-
nhos equino, ovino e bovino, por raga do Setor de

“ Disponivel em: https://www.neogen.com/categories/genotyping-arrays/ggp-equine/
5 Disponivel em: https://www.neogen.com/categories/genotyping-arrays/ggp-ovine-50k/

% Disponivel em: www.goldenhelix.com
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Campo Experimental Fazenda Sucupira: Numero
de amostras (N), Heterozigosidade observada (H,),
Heterozigosidade esperada (H.) e Coeficiente de
endogamia (F ).

Espécie Raga N Ho He Fs
Campeiro 9 0,46 0,43 -0,065
Equus
caballus
Pantaneiro 13 0,46 0,46 -0,005
Bergamacia
28 0,39 0,37  -0,060
Ovis aries Brasileira
Morada Nova 1 0,43 0,37 -0,158
Curraleiro
32 0,39 0,37 -0,027
Pé-Duro
Bos tau- Junqueira 7 0,31 0,30 -0,066
rus Mocho Naci
ocho Jaclo- 7 040 039  -0,036
nal
Pantaneiro 7 0,39 0,38 -0,032

A estimativa de F ¢ & especifica para cada
rebanho, refletindo as praticas de manejo do Nucleo
de Conservagao, como no caso do Setor de Cam-
po Experimental Fazenda Sucupira. Verardo et al.
(2024), ao estudarem ROH (Runs of Homozygosity)
em bovinos, observaram maiores valores e percen-
tuais de regides em homozigose na raga Curraleiro
Pé-Duro, enquanto a raga Pantaneiro apresentou os
menores. O mesmo estudo indicou que a raga Cur-
raleiro Pé-Duro teve o mais alto coeficiente de en-
dogamia (FROH), enquanto Mocho Nacional e Pan-
taneiro registraram os menores indices. No rebanho
bovino da Fazenda Sucupira, ndo foi observada
endogamia elevada. A raga Junqueira apresentou a
menor heterozigosidade, o que pode ser explicado
pelo numero reduzido de exemplares e consangui-
nidade nos cruzamentos.

Nos equinos, tanto o Campeiro quanto o
Pantaneiro apresentaram F ; e H ligeiramente me-
nores que os valores calculados por Nogueira et al.
(2022). Tal variacao pode ser atribuida a diferen-
¢a no BeadChip de genotipagem utilizado. Para o
desenvolvimento do EMBRAPA multispecies 65K
lllumina Infinium 1 chip, os SNPs mais polimorficos
(maior MAF) para racas brasileiras de equinos fo-
ram priorizados.

Nas ragas ovinas, observa-se a mesma ten-
déncia descrita para os equinos. Paim et al. (2021)
identificaram uma taxa de endogamia superior a ob-
servada neste rebanho. A heterozigosidade obser-
vada (H,) da raga Morada Nova neste estudo tam-
bém ¢ ligeiramente maior, enquanto a Bergamacia
Brasileira apresenta valores de heterozigosidade
semelhantes entre os dois trabalhos.

Os resultados de diversidade genética para
as trés espécies, embora apresentando um peque-
no desvio em relacdo a ferramenta EMBRAPA mul-
tispecies 65K lllumina Infinium 1 chip, indicam que
as praticas de manejo voltadas a preservacéo da
variabilidade genética dos rebanhos no Sucupira
estdo em conformidade com as politicas de um Nu-
cleo de Conservagao. A raca Junqueira, devido ao
seu reduzido numero efetivo, continuara a ser uma
excegao.

Manejo genético dos rebanhos

A visualizagao dos resultados das matri-
zes IBD pode ser feita por meio de mapas de calor
(heatmaps), permitindo a identificagcao de diferentes
graus de parentesco entre os individuos analisados
par-a-par. A escala de cores varia de 0 (cor mais cla-
ra), indicando auséncia de relacdo de parentesco,
a 1 (cor mais intensa), que representa identidade
completa, ou seja, a comparagdo de um individuo
consigo mesmo. Relagdes de primeiro grau sao ca-
racterizadas por valores préoximos de 0,5.

Nos equinos da raga Campeiro (Figura
1-A), as relagdes de parentesco foram representa-
das por um gradiente azul. E possivel observar a
existéncia de vinculos de primeiro grau (IBD = 0,5)
entre alguns individuos do rebanho, inclusive entre
machos potencialmente reprodutores. Nos cavalos
Pantaneiros (Figura 1-B), os parentescos identifica-
dos estdo destacados em vermelho claro, sugerin-
do menor grau de compartiihamento genético em
comparagdo a raga Campeiro. Apesar disso, os
dois reprodutores avaliados (39702 e 79586) néo
apresentaram relagao de parentesco entre si, su-
gerindo maior diversidade genética dentro do grupo.
Entretanto, a fémea 39696 apresenta elevado grau
de parentesco com diversos animais do rebanho,
0 que contraindica sua permanéncia como matriz
para evitar o aumento da consanguinidade.
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Figura 1. Mapa de calor demonstrando as relagdes de parentesco entre equinos das ragas Campeiro (A) e Pantaneiro (B) do Setor de
Campo Experimental Fazenda Sucupira. Diagonal principal, animal com ele mesmo = 1; irmaos completos, pai-filho ou mae-filho = 0,5;

meio irmaos * 0,30.

De modo geral, observa-se uma maior simi-
laridade genética entre os animais da raca Campei-
ro, o que demanda maior cautela na selegao de cru-
zamentos, a fim de minimizar os possiveis impactos
da endogamia.

Por outro lado, na raga Pantaneiro, ha me-
nor grau de parentesco entre os animais, € 0 co-
nhecimento das relagdes genéticas pode auxiliar na
prevengao da endogamia em cruzamentos futuros.

0.8
0.6
0.4

0.2

0.0

Na raga ovina Bergamacia Brasileira (Figura
2-A), foi possivel identificar relagdes de parentesco
de primeiro grau entre alguns individuos, incluindo
potenciais reprodutores, evidenciadas por padroes
de agrupamento nos mapas de calor. E necessario
excluir o reprodutor 79761 de futuros cruzamentos,
devido ao seu grau de parentesco com diversos in-
dividuos da populagéo. De maneira similar, na raca
Morada Nova (Figura 2-B), também foram detecta-
das relagbes de parentesco de primeiro grau entre
alguns animais do rebanho, incluindo pares de ma-
chos (30219 e 50503) e (50508 e 79594), eviden-
ciando sua proximidade genética.

1.0

114363 -
30216 --
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Figura 2. Mapa de calor demonstrando as relagées de parentesco entre ovinos das ragas Bergamacia Brasileira (A) e Morada Nova
(B) do Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira. Diagonal principal, animal com ele mesmo = 1 (vermelho); irm&os completos,
pai-filho ou mae-filho = 0,5 (azul escuro); meio irméos + 0,30 (azul claro).

Através do conhecimento da existéncia de
parentescos entre alguns animais do rebanho ovi-
no, pode-se selecionar cuidadosamente animais
nao aparentados para cruzamentos futuros. Tais
achados ressaltam a importancia do monitoramento
continuo e da aplicagdo de estratégias de manejo
genético adequadas para mitigar os riscos de con-
sanguinidade e preservar a variabilidade genética
das populagdes conservadas in situ.

O unico macho incluido no estudo (5738),
pertencente a raga Curraleiro Pé-Duro (Figura 3-A),
ndo esta relacionado com nenhuma fémea do reba-
nho, porém, alguns vinculos de primeiro grau foram

observados entre elas. Nos Junqueira (Figura 3-B),
a maioria dos individuos sao aparentados, com des-
taque para a fémea 36528, que possui fortes lagos
genéticos com a maioria dos individuos da popula-
¢ao. Na raca Mocho Nacional (Figura 3-C) também
foram observadas relagdes de parentesco entre
as fémeas, porém com menor grau de endogamia
quando comparado a raga Junqueira. Por outro lado,
na raga Pantaneiro (Figura 3-D), a fémea 114364
também possui forte relagdo de parentesco com a
maioria dos animais do rebanho, tal qual ocorre na
raga Junqueira.
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Figura 3. Mapa de calor demonstrando as relagdes de parentes-
co entre bovinos das ragas Curraleiro Pé-Duro (A), Junqueira (B),
Mocho Nacional (C) e Pantaneiro (D) do Setor de Campo Expe-
rimental Fazenda Sucupira. Diagonal principal, animal com ele
mesmo = 1 (vermelho); irmaos completos, pai-filho ou mée-filho =
0,5 (azul escuro); meio irmaos * 0,30 (azul claro).

Foram identificadas fortes relagbes de pa-
rentesco, sobretudo entre individuos das ragas Jun-
queira e Pantaneiro. Nesses casos, recomenda-se
excluir tais animais de futuros cruzamentos para
evitar endogamia. Para reduzir a consanguinida-
de, pode-se utilizar sémen de animais de outros
nucleos de conservagdo da Embrapa, promoven-
do maior variabilidade genética. Ressalta-se que
a raga Junqueira se encontra em risco de extingao,
sendo esperada a existéncia de vinculos genéticos
entre os poucos individuos remanescentes, alguns
mantidos no Setor de Campo Experimental Fazen-
da Sucupira.

De acordo com Pereira et al. (2017), o valor
de IBD apresentado entre os individuos dois a dois
€ correspondente com o pedigree, e o mesmo foi
observado em nossas matrizes. A matriz IBD € uma
ferramenta eficaz na identificacdo de relacbes de
parentesco entre os animais, auxiliando na preven-
¢ao de cruzamentos consanguineos. Algumas infor-
macgdes de pedigree previamente cadastradas na
plataforma de documentagdo da EMBRAPA (Alelo
Animal) foram confirmadas por meio desta andlise,
e além disso, foram descobertas novas relacbes de
parentesco, que podem ser incorporadas a base de
dados, contribuindo para um manejo genético mais
eficiente dos rebanhos.

Estrutura populacional dos rebanhos

Conforme o modelo de AK de Evanno et al.
(2005), o numero de agrupamentos genéticos (K)

foi determinado como K = 3 para equinos. Na Figu-
ra 4, o grafico apresenta os resultados da analise
de estruturagcado do rebanho equino, confirmando a
existéncia de trés grupos distintos (clusters). A raca
Pantaneira é representada pelas cores vermelho
e azul, enquanto a raga Campeiro é representada
pela cor verde. Isso reflete a estrutura populacional
estratificada na raga Pantaneiro, indicando a pre-
sencga de diferentes subgrupos genéticos em com-
paragdo com a raga Campeiro, onde apenas uma
cor predomina, evidenciando uma maior uniformida-
de genética.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 5. Andlise de estrutura genética das racas ovinas Ber-
gamacia Brasileira (1-28) e Morada Nova (29-39) do Setor de
Campo Experimental Fazenda Sucupira no K = 3.

A uniformidade observada na estrutura
genética dos ovinos Morada Nova evidencia boas
praticas de manejo no rebanho da ragca, compos-
to por animais geneticamente homogéneos e per-
tencentes a um unico agrupamento genético. Em
contrapartida, a hipétese mais aceita para explicar
a heterogeneidade observada na estrutura genética
da ragca Bergamacia Brasileira é o histérico de cru-
zamentos com a raga Santa Inés, particularmente
na regido Centro-Oeste do Brasil, de onde se origi-
naram as amostras do presente estudo (McManus
et al., 2020). Investigagbes adicionais corroboram
essa hipotese, indicando uma sobreposi¢cdo entre
as estruturas genéticas das ragas Santa Inés e Ber-
gamacia Brasileira (Paim et al., 2021). Contudo, é
necessario realizar estudos de comparagao mor-
fologica, afim de identificar subgrupos genéticos
dentro da raga, uma vez que apesar da mistura de
cores, alguns individuos sado representados inteira-
mente pela cor verde e outros pela cor azul.

Para a analise de estrutura populacional em
bovinos foram incluidas amostras de DNA do BBGA,
sendo o numero amostral total (N) = 100, distribui-
dos em: Curraleiro Pé-Duro (N = 50), Junqueira (N
= 13), Mocho Nacional (N = 18) e Pantaneiro (N =
19). Curraleiro Pé-Duro, Junqueira, Mocho Nacional
e Pantaneiro demonstram clara distingdo, conforme
ilustrado na Figura 6, onde cada cor representa uma
raca no K = 4. A raga Curraleiro Pé-Duro é predo-
minantemente representada pela cor azul, embora
alguns individuos apresentem miscigenagéo (clus-



ters com segmentos em roxo e laranja). Na raga
Junqueira, a cor predominante é laranja; na Mocho
Nacional, destaca-se o verde; e na Pantaneiro, o
roxo & a cor principal, com influéncia significativa
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do azul, indicando a presenga de individuos com
ascendéncia da racga Curraleiro Pé-Duro.

Figura 6. Analise do STRUCTURE representado a estrutura genética das ragas Curraleiro Pé-Duro (1), Junqueira (2), Mocho Nacional
(3) e Pantaneiro (4) do Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira no K = 4.

A presenca de individuos miscigenados €&
mais evidente nas ragas Curraleiro Pé-Duro, Mo-
cho Nacional e Pantaneiro. Em contrapartida, a
raga Junqueira apresenta menor nivel de miscige-
nacdo, com a maioria dos animais puros. Esse fato
reforca a importancia do manejo cuidadoso dessa
raca, que ja havia sido reportada como extinta por
Primo et al. (1993), sendo descoberto novos reba-
nhos recentemente (McManus et al., 2023b). Com
varios individuos aparentados, o rebanho do Setor
de Campo Experimental Fazenda Sucupira abriga
alguns dos ultimos exemplares da raga no Brasil.

As ragas Curraleiro Pé-Duro, Mocho Na-
cional e Pantaneiro possivelmente possuem uma
origem comum. Segundo Carvalho et al. (2010),
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro tém uma origem
compartilhada, com similaridade fenotipica, evi-
denciada sobretudo pela cor de pelagem seme-
Ihante (Figura 7). Em estudos anteriores com mar-
cadores microssatélites, além de outras formas
de distingao racial, como a analise tricologica, as
racas foram definidas como pertencentes a uma
mesma populagédo, indicando sua proximidade
genética (Felix, 2016). Além disso, de acordo com
Egito (2007), as ragas Curraleiro Pé-Duro, Panta-
neiro e Mocho Nacional formaram um grupamento
de maior proximidade em um estudo de reconstru-
¢ao filogenética baseada em matriz de distancia
genética, o que mais uma vez evidencia uma ori-
gem comum entre elas.

Figura 7. Semelhanga fenotipica entre um Touro da raga Cur

raleiro Pé-Duro (A) e um touro da raga Pantaneiro (B). Fonte:
Alelo Recursos Genéticos.

A matriz de distancia genética de Nei (Nei,
1978), considera as similaridades genéticas entre
popula¢des, assumindo que a deriva genética e as
mutagdes sdo os principais fatores responsaveis
pelas diferengas alélicas observadas. Os valores
de F, e da distancia de Nei variam de 0 a 1, onde
valores mais proximos de 1 indicam uma diferencia-
¢ao significativa entre as populagdes. A maior dife-
renciacdo genética encontrada é entre a raca Jun-
queira e as demais, € as ragas mais proximas sao a
Curraleiro Pé-Duro e a Pantaneiro (Fg, = 0,039631)
(Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de distancia de Nei calculada com
1.585 SNPs para as racas bovinas Curraleiro Pé-
-Duro, Junqueira, Mocho Nacional e Pantaneiro, do
Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira.

Raca Curraleiro Junqueira Mocho Panta-
¢ Pé-Duro q Nacional neiro

Curraleiro 0

Pé-Duro
Junqueira 0,106158 0

Mocho 0,057784 0,119666 0

Nacional

Pantaneiro 0,039631 0,116241 0,055440 0

Analise de exclusao de paternidade

Para eleger os individuos candidatos a
maes, pais e filhos potenciais, foi considerada a
data de nascimento de cada um, disponibilizada no
Alelo Animal, que pode ser conferida por meio dos
RN ID (numeros de identificagdo dos animais na ta-
bela). No total, trés trios e quatro duos de equinos
(Tabela 3) foram significativos e os mesmos foram
verificados com o auxilio da matriz IBD.
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Tabela 3. Atribuicdo de parentesco pelo software
Cervus em equinos Campeiro e Pantaneiro do Setor
de Campo Experimental Fazenda Sucupira.

o Pai Loci Mae Loci
Progénie Candi- incompativeis Candidata incompativeis
dato

39710 39709 0 39706 1
39711 39707 0 39705 2
39713 39709 0 39714 0
39698 39695 0
39699 39703 1
39700 39696

39702 39696 0

Nao ha informagbes de pedigree dos equi-
nos do presente estudo disponiveis na plataforma
Alelo Animal, por isso os resultados encontrados sao
inéditos e ndo podem ser comparados. Os dados
identificados, serdo registrados no sistema, e assim,
oferecerao uma contribui¢cao significativa para o ma-
nejo populacional dos rebanhos, facilitando a sele-
¢ao de cruzamentos entre animais néo aparentados.

Em ovinos, no total, foram formados signifi-
cativamente dois trios e 17 duos (Tabela 4), verifica-
dos primeiramente na matriz IBD. Desses resultados,
10 pedigrees estavam disponiveis na plataforma Ale-
lo Animal e foram confirmados na analise. Além disso,
11 informacdes inéditas de pedigree foram observa-
das, e serao adicionadas a plataforma Alelo Animal.

Tabela 4. Atribuicdo de parentesco pelo software
Cervus em ovinos Bergamacia Brasileira e Morada
Nova do Setor de Campo Experimental Fazenda Su-
cupira.

Pai Loci Mae Loci
Progénie
Candidato  incompativeis Candidata incompativeis

30186 30195 0
50627 79761 1

50629 79761 1 79745 0
50630 79761 1

50632 79761 0

50637 79761 0

50639 79761 1

79617 30187 0

79623 30190 0
79761 50638 0

79767 30185

79768 30193

Em bovinos, foram identificados 19 duos
significativos, compostos por progénie e progeni-
tora (Tabela 5), verificados por meio da matriz IBD.
Né&o foi possivel identificar nenhum trio e nem o pai
de nenhum animal, pois apenas um macho, per-
tencente a raga Curraleiro Pé-Duro, foi genotipado
no presente estudo, e este provavelmente nao foi

utilizado como reprodutor.

Tabela 5. Atribuicdo de parentesco pelo software
Cervus em bovinos das ragas Curraleiro Pé-Duro,
Junqueira, Mocho Nacional e Pantaneiro do Setor

de Campo Experimental Fazenda Sucupira.

Progénie Mae Candidata Loci incompativeis
36521 36515 5
36526 36545 1
50378 79835 1
50382 36518 1
50401 36521 1
50408 36520 0
79823 36518 0

50382 36518 1
50401 36521 1
50408 36520 0
79823 36518 0
79835 36515 1
79838 36520 1
79842 36545 0
79855 36521 1
79860 36317 3
79864 36514 2
89151 36520 1
89152 36514 1
79844 36540 2
79846 36536 1
50381 114364 0
79856 79821 1

79769
79770
50508
79594
79759
79777
79782

30219
30219

30190
30173
30216
30216

30216
79759

o O o o o o

o

A maioria das informagdes de pedigree
identificadas nos bovinos ja estdo registradas
na plataforma Alelo Animal. Portanto, os dados
resultantes das analises estdo de acordo com
os documentados no site, confirmando os
parentescos conhecidos e a eficacia da ferramenta
gendmica para testes de exclusdo de paternidade.
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Os resultados obtidos podem contribuir para a
escolha de cruzamentos ndo consanguineos entre
0s animais, auxiliando assim, na conservacao das
ragas.

Conclusoes

As taxas de heterozigosidade observadas
foram satisfatérias, com baixos niveis de endoga-
mia nos rebanhos do Setor de Campo Experimental
Fazenda Sucupira;

1. Haindicios de subestruturacédo genética em
equinos Pantaneiros, ovinos Bergamacia
Brasileira e bovinos Pantaneiros.

2. Foram detectadas diferenciagdo genética
acentuada e baixa miscigenagéo nos equi-
nos Campeiro, ovinos Morada Nova e bovi-
nos Junqueira.

3. Os testes de exclusédo de paternidade con-
firmaram pedigrees existentes e forneceram
novos dados para a selegéo estratégica de
cruzamentos futuros, evitando endogamia
e mantendo variabilidade genética nos re-
banhos.

4. O uso da ferramenta genémica auxilia no
manejo dos rebanhos, contribuindo para a
otimizacao da diversidade genética e a con-
servagao dos recursos genéticos animais.
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