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Abstract:
Palavras-chave: Analysis of mitochondrial DNA (mtDNA) has been used as a molecular tool for
mMtDNA understanding the origin and nature of domestication processes, analysis of dispersal
Diversidade and gene flow, analysis of demographic expansion, genetic drift and admixture
haplotipica between populations. The Curraleiro bovine breed was originated in the animals
Estudos introduced by the Iberian settlers and became adapted to the sanitary conditions,
populacionais climate and management found in Brazil. The objective of this study was to investigate
the genetic diversity of this breed by sequencing and analysis of mtDNA control
Keywords: region. We analyzed twelve animals from five distinct regions. Three haplogroups
MtDNA were observed: two of African taurine origin (AA and T1) and one of European taurine
Haplotype origin (T3). The nucleotide diversity observed was 0.013. The highest haplotype
diversity diversity was observed within populations (0.012) and not between populations
Population (0.001). The differentiation index observed was 0.074. No significant genetic
studies differences were found among populations in different regions. It was concluded that
the Curraleiro populations have the same maternal origin and suffered influence of
African taurine animals.
Resumo

Andlises do DNA mitocondrial (mtDNA) demonstraram 0 seu potencial para o conhecimento da origem €
natureza dos processos de domesticacdo, andlise da dispersdo e do fluxo génico, andlise de expans
demogréficas, deriva genética e a miscigenacdo de populagbes. A ragca bovina Curraleira teve origem n
animais introduzidos pelos colonizadores que se adaptaram as condi¢des sanitarias, de clima e manejo do Bre
O objetivo deste trabalho foi verificar a diversidade genética, mediada pela fémea desta raca pel
sequenciamento e andlise da regido controle do mtDNA. Foram analisados doze animais provenientes de cir
regides distintas. Foram observados trés haplogrupos: dois de origem taurina africana (AA e T1) e um ¢
origem taurina européia (T3). A diversidade nucleotidica observada foi de 0,013. A maior diversidade
haplotipica foi observada dentro (0,012) e ndo entre as popula¢des (0,001). O indice de diferenciacéo observe
foi de 0,074. Nao foram verificadas diferencas genéticas significativas entre as populacbes das diferent
regides. Pela andlise realizada é possivel concluir que as populacdes da raca Curraleira possuem uma me
origem materna e sofreram influéncia de animais de origem taurina africana.

Introducéo

A analise da diversidade genética existente na sequéncia de mtDNA em bovinos tem demonstrado o potenc
desta ferramenta para o conhecimento da origem e natureza dos processos de domesticacdo (Bradley et
1998) bem como para estudos a respeito da diversificacdo das popula¢des de bovinos atuais (Carvajal-Carm
et al., 2003). Essencialmente hapldide e transmitido uniparentalmente via materna, o mtDNA abriu uma nov
perspectiva no estudo da genética de populacbes. Sendo o marcador molecular mais utilizado em estudos
domesticacdo, o mtDNA é utilizado para identificar os provaveis ancestrais selvagens, o niumero de linhage!
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maternas na populagcédo em estudo e sua origem geografica. Com os dados observados pode-se tracar um pe
geografico da diversidade e evolugao de uma espécie, a dispersdo e o fluxo génico, verificar as expanst
demogréficas, a deriva genética e a miscigenacao (Brefald 2003).

Pela andlise da regido controle do mtDNA, a espécie bovina foi separada em dois grandes clusters (Afr
europeu e Asiatico), cuja divergéncia ocorreu ha ~12.000 anos, coincidindo com os eventos independentes
domesticacdo das subespécies taurina e zebuina (keofals 1994a). Estudos posteriores demonstraram que
existia uma grande divergéncia entre taurinos originados da Africa e da Europa, evidenciando a origem
expansao das duas populacdes a partir de duas fontes ancestrais distintas e separadast @Bratid6).
Haplotipos Unicos e altamente freqlientes nos dois grupos representavam as racas taurinas Afitmasas (
African consensus, também denominada de T1) e as taurinas Eurdpdtams(— European consencus,
denominada de T3), estando a diferenga entre as duas linhagens mitocondriais relacionada com tr
substituicBes dentro de uma regido de 240bp na regido contlolEp) e suas variantes.

A racga bovina Curraleira teve origem nos animais introduzidos pelos colonizadores hd mais de cinco séculos
Brasil. Estes animais se adaptaram as condi¢cfes sanitarias, de clima e manejo e apds a introducdo das r
zebuinas sofreram um grande risco de extingdo. A conservagdo, manutencdo e caracterizacao genética d
populacdo é objeto de trabalho da Rede de Recursos Genéticos Animais da Plataforma de Recursos Genét
da EMBRAPA e de seus parceiros. O objetivo deste trabalho foi verificar a diversidade nucleotidica desta ra¢
mediada pela fémea, pelo sequenciamento e analise da regido controle do mtDNA.

Material e métodos

Foram analisados 12 animais da raca Curraleira provenientes de 5 regides: Distrito Federal (CU-DF, n=3
Goias (CU-GO, n=3), Maranh&o (CU-MA, n=2), Piaui (CU-PI, n=2) e Minas Gerais (CU-MG, n=2). Uma
sequéncia de 375bp localizada na regido contdsleo) utilizada em diferentes trabalhos envolvendo ragas da
Peninsula Ibérica (Loftust al., 1994b; Bradlegt al., 1996; Cymbron et al., 1999) e da América Latina (Miretti

et al., 2002; Carvajal-Carmorgt al., 2003; Mirolet al., 2003) foi amplificada com os primers descritos por
Cymbronet al. (1999). A amplificagcéo foi realizada em um volume final de 20ul contendo 1,5mM deg, MgCl
0,25 uM de cada pmer; 200M de cada dNTP, 10-25ng de DNA e 1Ul de Tag DNA polimerase. A
programacéo das PCRs teve a seguinte configurag86759430x (94C/1’, 56°C/1’ e 72C/1’) e extensdo final

de 72C/30’. Apos puificacéo a reacédo de sequenciamento foi feita pelo método de terminagdo de cadeia con
dideoxinucleotide® marcados com fluorocromos. A eletroforese foi realizada em um sequenciador automatico
ABI PRISM 3100.

As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa SeqScape v 2.1 (Applied Biosystems) sendc
sequéncia de referéncia a V00654 (Anderson €1@82). Os indices de diversidade nucleotidica e as distancias
dentro, entre e total foram obtidos mediante o uso do programa Mega 3. As matrizes de distancias gerac
foram baseadas no modelo de substituicdo de Kimura 2-parametros. A partir da matriz de distancia gerada ¢
pares foi construido um dendrograma pelo agrupamento de Neighbor-Joining (Consensus Network), levando €
consideracdo a possibilidade de miscigenacdo entre as populacdes (Hybridization Network). Esta acéo f
implementada pelo programa SliptTree4 (http://www.Splitstree.org).

Resultados e discusséo

Com base nos haplétipos observados os animais foram incluidos em trés grupos pré-definidos por outros auto
(Troy et al., 2001; Mirettiet al., 2002): 3 animais apresentaram o haplogrupo AA, que embora compatrtilhe
posicdes que definem o haplogrupo T1 diferencia-se nas posi¢cdes 16053, 16122 e 16196t(Mir&2@002) e
correspondente a uma derivacdo da linhagem taurina de origem africana encontrada em maior proporgao
racas crioulas da América do Sul; 5 animais apresentaram o haplogrupo T1 (definido pelas posicGes 1605
16113 e 16255), que corresponde a linhagem taurina de origem afAfemiag(e 4 apresentaram a linhagem

T3 (Eucon$, que corresponde a sequéncia de referéncia européia (Anderson et al., 1982).

Tendo em vista a colonizacdo das Américas e a introdu¢do dos bovinos em nosso continente, supunha-se
deveria existir um numero reduzido de haploétipos mitocondriais compartilhados pelas racas naturalizadas ¢
América do Sul. Contrariando esta hipotese, Mimgttal. (2002) e Egito (2007) observaram a existéncia de
varios haplotipos distintos de origem taurina em racas brasileiras, sendo um deles o haplogrupo AA. Es
haplogrupo pode estar refletindo o processo evolutivo das préprias racas crioulas locaie{Mlre2002) ou

pode ter se difundido nas Américas em fungcdo de processos de deriva genética (Egito, 2007). Esta ultin
hipétese é reforcada pela existéncia de haplétipos taurinos de origem africana terem sido observados em ra
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Ibéricas, evidenciando a introgresséo das racgas taurinas africanas na Peninsula Ibérica ocorrida, provavelme
a época do dominio mouro nesta regido (Cymbron et al., 1999). Beja-Pereira et al. (2006) sugerem também g
esta miscigenacao possa ter ocorrido devido a expansao demogréfica observada pelo Estreito de Gibraltar,
época da Idade do Bronze (~ 3.000 A.C.).

O indice de diferenciagdo observado entre as populagfes de diferentes origens da raga Curraleira foi de 0,07
a diversidade nucleotidica da raca foi de 0,013. Quando os individuos da raca Curraleira foram sub-agrupad
em funcdo de suas origens verificou-se que a diversidade nucleotidica dentro destas populacdes é de 0,f
enguanto que entre as populacoes existe uma diferenca pequena de 0,001.

Nao foram verificadas diferencas genéticas significativas nas subpopulaces da raca Curraleira. As difereng
observadas ao nivel das sub-popula¢des curraleiras, embora demonstrem uma maior aproximacao de algut
populacdes (figura 1), como é o caso dos animais oriundos de rebanhos do Maranh&o e do Piaui e 0s animais
rebanho do Banco de Germoplasma Animal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a populag
coletada em Minas Gerais (Salto da Divisa), refletem a origem comum ou proxima dos rebanhos analisados
ndo diferencas na estrutura ou origem da raca Curraleira. Este fato pode ser melhor visualizado quando
dendrograma € gerado para os 12 individuos da raca Curraleira que compde a amostra (figura 2).
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Figura 1. Dendrograma circular baseado na distancia genética de Kimura 2p para o conjunto de sub-populacd
da raca Curraleira pelo agrupamento de Neighbor-joitumgooted dendrogram based on Kimura's 2p genetic
distances for all Curraleiro breed subpopulations made by the Neighbor-joining clustering jnethod
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Figura 2. Dendrograma de individuos baseado na distancia genética de Kimura 2p feito pelo agrupamento de
Neighbor-joining Dendrogram based on Kimura's 2p genetic distances between individuals made by the
Neighbor-joining clustering methpd

Conclusbes

Pela analise realizada foi possivel concluir que as sub-popula¢cBes da raca Curraleira possuem uma mes
origem materna ndo havendo diferencas estatisticas significativas entre elas. Além disto, existe uma gran
influéncia de animais de origem taurina africana nas populacdes analisadas.
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