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ABSTRACT

Given its history of near extinction, currently the Pantaneira cattle breed is subject to the dynamics and the
risks inherent to the evolutionary processes that characterize small populations. Population studies have been
conducted to the implementation of management plans and genetic handling of the breed. With this approach
204 animals that belong to the first four herds registered in the Brazilian Association of Cattle Breeders
Pantaneiro were genotyped using 12 microsatellite loci. Genetic diversity indices were calculated from the
FSAT and ARLEQUIN programs. The population structure was obtained from a Bayesian analysis. The total
breed heterozygosity was 0.746, with higher genetic diversity indices observed in the older herds. It was also
verified that one of the evaluated herd appears to be differing from the others. The analysis attested the work
conducted in the breed Conservation Center located at Fazenda Nhumirim by its low level of inbreeding (Fis
= 3.9%) and high observed genetic diversity (0.7508). The generated results will serve to complement the
management carried out to date, adding genetic data in the development of mating plans, exchange and disposal
of individuals contributing to the maintenance and preservation of the breed by the Breeders Association.

RESUMO

Tendo em vista seu histdrico de quase extin¢ao, atualmente, a raga bovina Pantaneira esta sujeita & dindmica e
aos riscos inerentes aos processos evolutivos que caracterizam as pequenas populagdes. Estudos populacionais
vém sendo conduzidos visando a implantacdo de planos de gestdo e manejo genético na raga. Com este enfoque
204 animais, pertencentes aos quatro primeiros rebanhos registrados na Associagdo Brasileira de Criadores de
Bovino Pantaneiro, foram genotipados com 12 locos microssatélites. indices de diversidade genética foram
calculados a partir dos programas FSAT e ARLEQUIM. A estrutura populacional foi obtida a partir de uma
andlise Bayesiana. A heterozigosidade total da raca foi de 0,746, sendo os maiores indices de diversidade
génica observados nos rebanhos mais antigos. Verificou-se tambem que um dos rebanhos avaliados aparenta
estar se diferenciando dos demais. A analise realizada atestou o trabalho conduzido na conservagao da raga no
Nucleo de Conservagdo localizado na Fazenda Nhumirim pelos baixos niveis de endogamia (FIS = 3,9%) e
alta diversidade génica observada (0,7508). Os resultados gerados servirdo para complementar a gestdo
realizada até o momento, agregando os dados genéticos na elaboracédo de planos de acasalamento, intercambio
e descarte de individuos contribuindo para a manutencdo e conservacdo da raca junto a Associacdo de
Criadores.
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INTRODUCAO

O bovino Pantaneiro descende de racas oriundas da Peninsula Ibérica introduzidas na América durante o
processo de colonizagéo do Brasil e da bacia do rio da Prata. Esta raca localmente adaptada se desenvolveu no
bioma Pantanal brasileiro ao longo mais de 300 anos de selecéo natural, a qual Ihe conferiu mediante adaptacéo
as condicdes edafoclimaticas do Pantanal, rusticidade, prolificidade e habilidade para sobreviver em condi¢des
de estresse térmico, hidrico e alimentar (Mazza et al., 1994). Apo6s a introdugdo dos zebuinos, mediante
cruzamentos absorventes, foi quase totalmente substituida. Em 1984 foi implantado, com o Progama de
Conservacdo de Recursos Genéticos da Embrapa, o nucleo de conservacdo in situ do Bovino Pantaneiro na
fazenda Nhumirim, pertencente a Embrapa Pantanal, e desde entdo o rebanho é caracterizado em seus aspectos
genéticos e produtivos (Abreu et al., 2000). Devido a necessidade de conservar e promover o0 uso potencial e
diversificado desta raca, como estratégia para evitar sua extincao, trabalhos de caracterizacao genética foram
realizados por meio de diferentes metodologias visando avaliar a sua unicidade e distancia genética em relacéo
as demais racas criadas no Brasil (Serrano et al. 2004; Egito et al., 2007), o processo de miscigenagao (Lara et
al., 1997), origem (Egito, 2007) e a diversidade genética no Nucleo de Conservacao in situ (Lara et al., 1998).
Em funcéo do seu histdrico de quase extincdo, existe atualmente um ndmero reduzido de individuos. Nestes
casos a endogamia pode aumentar ao longo das geracOes, reduzindo a variancia genética e tornando a
populacdo, em funcdo da deriva genética, mais homozigoética. A diversidade genética dentro de uma raga é
necessaria para que esta consiga se adaptar geneticamente as mudangas ambientais, econdémicas ou produtivas,
e evitar problemas relacionados a endogamia (Meuwissen et al., 2009). Desta forma, visando avaliar e auxiliar
a manutencéo da diversidade genética existente na raca pretende-se, juntamente com Associacao Brasileira de
Criadores de Bovino Pantaneiro, fomentar estudos que visem a elaboracdo de planos de gestdo e manejo
genético de suas populacdes. O presente trabalho dé inicio a estes trabalhos onde se objetivou avaliar, mediante
genotipagem por marcadores microssatélites, a estrutura populacional da raca e seus rebanhos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no ambito da Rede PRO-CENTRO-OESTE - Caracterizacdo, Conservacio e Uso das
Racas Bovinas Locais Brasileiras: Curraleiro e Pantaneiro. Foram avaliados 204 individuos pertencentes a
guatro rebanhos registrados na Associacdo Brasileira de Criadores de Bovino Pantaneiro (Tabela 1). O DNA
das amostras de pélo foi extraido utilizando resina Chelex®, de acordo com o método de Walsh (Walsh et al.,
1991), no Laboratério de Genética Molecular Animal da Universidade de Coérdoba, onde também foram
genotipados em sistemas multiplexes e fluorescentes, em sequenciador automatico, os 12 locos microssatélites
utilizados nesta analise, sendo estes: BM1314, ETH010, BM1818, BM1824, CRSM60, ETH185, ETH225,
INRA023, SPS115, TGLA122, TGLA126 e TGLA227. indices de diversidade genética foram calculados a
partir dos programas FSAT (Goudet, 2002) e ARLEQUIN (Schneider et al., 2000), onde se obteve as
estimativas de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) e seus respectivos desvios padrdes, bem como
a riqueza alélica (RA), padronizada para variagdes no tamanho amostral entre os distintos rebanhos. Uma
analise hierarquica de variancia foi realizada pelo método de anélise da variancia molecular (AMOVA)
implementado no pacote ARLEQUIN. A endogamia intrapopulacional foi estimada pelo coeficiente Fis. A
distancia genética entre os rebanhos foi calculada utilizando-se o indice de Reynold’s (Fsr). A probabilidade
log da estatistica G (Goudet, 2002) foi usada para estimar os valores P e uma significancia aos pares foi
estabelecida apds a correcdo padrdo de Bonferroni (Goudet, 2002). A partir da matriz Fsr foi gerado um
dendrograma pelo algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) sendo construido utilizando-se o programa SplitsTree4 (Huson & Bryant, 2006). Baseado nos genétipos
dos 12 locos microssatélites, os individuos foram agrupados em um determinado numero de populacGes 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 frequéncias alélicas foram correlacionadas, mas levando-se em conta as populagdes
originais visando avalia-las de acordo com sua formacao. As analises foram realizadas com cinco repeticoes
independentes e k (nimero de populagdes inferidas) variando de 2 a 5 com 200.000 interagdes e periodo “burn-
in” de 50.000.
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Tabela 1. Parametros genéticos populacionais observados para os quatro rebanhos estudados baseado em 12 locos microssatélites
(N — nmero de individuos; He — heterozigosidade esperada; Ho — heterozigosidade observada; DP — desvio padrdo; RA — riqueza
alélica). [Population genetic parameters observed for the four herds studied based on 12 microsatellite loci (N - number of
individuals; He - expected heterozygosity; Ho - observed heterozygosity; SD - standard deviation; AR - allelic richness)].

Rebanho N He + DP Ho + DP RA Fis
BPF1 66 0,751 £0,017 0,721 £0,016 5,78 0,039
BPF2 85 0,750 + 0,024 0,692 + 0,015 6,48 0,078
BPF3 38 0,729 £ 0,019 0,737 £0,021 5,65 -0,011
BPF4 15 0,693 £0,031 0,739 £0,034 5,06 -0,069

RESULTADOS E DISCUSSAO

A heterozigosidade esperada da raga foi de 0,732 enquanto a heterozigosidade observada foi de 0,722, sendo
0s maiores indices de diversidade génica observados nos rebanhos mais antigos (BPF1 e BPF2, Tabela I), que
possuem um efetivo populacional maior. Pelos gréaficos gerados no STRUCTURE (Figura 1) e o dendograma
(Figura 2), gerado a partir de uma matriz baseada em indices de Fsr, verificou-se que um dos rebanhos
avaliados (BPF2) aparenta estar se diferenciando dos demais (p<0,01). Apesar deste rebanho apresentar uma
maior riqueza alélica (6,48) verifica-se que é o que possui um maior grau de endogamia (Fis = 7,8%) (Tabela
I). Esta diferenciacdo pode ser devida a sua distancia geografica em relagcdo aos demais ou pela possivel
introducdo de material de origem distinta. Esse resultado contradiz os resultados observados em 2007 (Egito,
2007) onde se verificou naquela época, que ndo havia subestruturacdo na populacéo de bovinos Pantaneiros.
Nesta anélise também foi possivel realizar o monitoramento do Nucleo de Conservagdo localizado na Fazenda
Nhumirim (BPF1) e atestar o trabalho conduzido na conservacdo da raca espelhado pelos baixos niveis de
endogamia observados (Fis = 3,9%) e uma alta variabilidade genética, demonstrada pela sua alta diversidade
génica (0,751) e riqueza alélica (5,78). Estes resultados sdo condizentes com os observados por Lara et al.
(2000) que havia realizado esta avaliagdo no rebanho da Fazenda Nhumirim utilizando marcadores proteicos.
Também se constatou que a formagdo dos novos rebanhos, ocorrida a partir de 2009, foi realizada de modo a
favorecer a diversidade genética, onde se verifica niveis de heterozigosidade observados superiores a
heterozigosidade esperada e valores de Fis negativos (BPF3 e BPF4 — Tabela I). A partir dos resultados gerados
buscar-se-4 complementar a gestao realizada até 0 momento, agregando os dados genéticos na elaboragdo de
planos de acasalamento, intercdmbio e descarte de individuos. A estratégia de associar as informacdes
genéticas aos critérios fenotipicos e morfométricos ja foi sugerida anteriormente, como uma oportunidade de
realizar 0 manejo genético da raca Bovino Pantaneiro, com maior seguranca, evitando a perda de variabilidade
genética (Ferro et al., 2015). Presumia-se que a rebanho BPF4 seria 0o que melhor representaria a raca
Pantaneira, pois este possui animais provenientes de todos os outros rebanhos. Este fato foi comprovado neste
estudo e pode ser visualizado no gréafico da figura 1 (k=3, seta), onde se verificou que 0 mesmo possui em sua
composicao alelos pertencentes a todas as demais populagdes. Em k=4 (figura 1) foi possivel observar uma
subestruturacéo na populagdo da Fazenda Nhumirim (BPF1) a qual devera ser melhor investigada a partir dos
dados gerados neste trabalho. Os resultados aqui observados, tanto na diferenciagdo da populagdo BPF2 e a
possivel subestruturacdo, ou origem diferenciada de animais do Nucleo de Conservacdo, demonstram a
necessidade da gestao destes recursos genéticos ser efetuada de modo sistematico e rapido evitando que alelos
favoraveis possam ser perdidos ao longo do tempo. Neste ponto, as ferramentas moleculares possuem as
qualidades necessarias para que esta gestdo seja realizada de maneira mais eficaz e acurada, auxiliando na
manutencdo da variabilidade genética, no intercambio de estoques genéticos promovendo a diminui¢do da
endogamia e evitando possiveis depressdes endogamicas, bem como, auxiliando na conservagdo e uso do
material genético existente.
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Figura 1. Graficos representando o agrupamento individual dos 204 animais Pantaneiros dos quatro rebanhos (1 = BP1; 2 = BP2; 3=

BP3 e 4 = BP4) em relacéo ao numero de populagdes inferidas (2, 3 ou 4) pelo método estatistico bayesiano utilizando-se o programa
STRUCTURE. Cada animal é representado por uma linha vertical. A cor e tamanho em cada linha estéo relacionados a proporgao
relativa do genoma do animal que corresponde a um agrupamento particular que representa uma populacdo. [Graphics representing

individual grouping of the 204 Pantaneiro animals of the four herds (1 = BP1 2 = BP2; 3 = BP3 and 4 = BP4) in relation to the
number of inferred populations (2, 3, or 4) by Bayesian statistical method using the STRUCTURE program. Each animal is
represented by a vertical line. The color and size in each line is related to the relative proportion of the animal's genome that
corresponds to a particular cluster representing a given population].

BPF2
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Figura 2. Dendrograma baseado na distancia genética de Reynolds (Fst) utilizando o método de UPGMA, evidenciando a relagdo

genética entre 0s 4 rebanhos Pantaneiros. [Dendrogram based on Reynolds” genetic distance (Fst) using the UPGMA method,
showing the genetic relationship between 4 Pantaneiro herds].
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CONCLUSAO

A partir dos resultados pode-se concluir que a conduc¢do do trabalho de conservacdo e a formacgdo de novos
nacleos ou rebanhos tem sido conduzido de maneira adequada, promovendo a manutengdo da variabilidade
genética da populagdo, bem como minimizando a endogamia. A diferenciacéo de rebanhos da raga ou mesmo
subestruturacdo dentro de um mesmo rebanho, como observado, reforcam a necessidade da gestdo e manejo
genético imediatos na raca. Pretende-se a partir dos dados gerados subsidiar a Associa¢do de Criadores e 0s
rebanhos existentes nesta atividade.
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