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A ovelha crioula é criada ha séculos

no sul do Brasil (Rio Grande do Sul, RS e
Santa Catarina, SC), onde dois principais
fenétipos sdo reconhecidos. Alguns tragos
morfologicamente distintos permitem que
as variedades sejam diferenciadas (Fig. S1),
incluindo corporal e
comprimento e cor da 1d (Henkes et al
1993; Vaz 2000). Também, existe uma
diferenca histérica na distribuicido dos
rebanhos para os quais as duas variedades
foram originalmente nominadas por Vaz
(2000), como Fronteira e Serrana. Ambas
as variedades sao criadas no sul do Brasil,
porem, enquanto o tipo Fronteira é
encontrado nas areas planas, na metade sul
do Estado do RS, os rebanhos de Serrana
estao no Planalto do Sul do Brasil, o qual se
estende ao longo da metade norte do RS e
os Estados de SC e Parana (Fig. 1).

tamanho

Neste estudo investigou-se a
diferenciacdo  genética destas  duas
variedades utilizando informacdes de
seqiiéncias do gene subunidade 5 da alcool
desidrogenase (ND5) e 10 l6cus nucleares.

Um total de 225 individuos foram
amostrados a partir de 4 rebanhos de
Fronteira (n= 69) e 8 de Serrana (n=156)
localizados nos Estados do RS e SC (Fig. 1;
Tabela S1). Amostras de sangue foram
coletadas em tubos com EDTA e
congeladas a -20 C. O DNA total foi isolado
de acordo com o método de Miller et al.
(1988). O DNA foi amplificado e
seqlienciado utilizando os primers e as
condicoes de reagdes de PCR descritos por
Tserenbataa et al. (2004).
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Figura 1. Localizacdo de rebanhos de
ovelhas crioulas amostrados nos Estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil
(gerado utilizando o software ArcView ®).
O Planalto do Sul do Brasil é representado
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Atlantic por linhas de contorno preto a altura de 500
Ocean metros, e cinza a 800 metros (dados de:
www.ibge.gov.br, acessado em 9 de
setembro de 2008). Rebanhos de Fronteira e
Serrana sdo indicados, respectivamente, por
circulos azuis e vermelhos; as localidades
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estdo listadas na Tabela 1.

Figura 2. Analise Bayesiana da mistura de
duas variedades de ovinos, tendo K = 2. Os
circulos pretos representam o valor médio de
gl para cada individuo. As linhas verticais
representam o intervalo de confianga (IC). As
linhas pretas correspondem aos individuos
que foram identificados morfologicamente
como Serrana, e as azuis a Fronteira. Os
individuos foram classificados de acordo com
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As seqliéncias de haplétipos foram

depositadas no banco de dados GenBank sob
os numeros de acesso EU85459-EU854610. A
genealogia foi construida para estimar a
probabilidade posterior da distribuicao das
arvores. Em adicdo a filogenia, uma rede de
haplétipos foi criada utilizando a abordagem
de median-joining de Bandelt et al. (1999).
Foram calculadas medidas de variabilidade
padrio de DNA mitocondrial, como
diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (),

o valor medio de q1.

para cada variedade. Para fazer inferéncias
considerando os atuais niveis de diferenciagdo
genética foram analisados 10 marcadores
nucleares (6 short strand repeats e 4 single
nucleotide polymorphisms; Tabela S2). Para
identificar a presenca de uma real diferenca
na estrutura genética populacional entre as
duas variedades aplicou-se o método de
agrupamento bayesiano.

Os resultados indicaram uma clara
distingdo genotipica entre os dois tipos de

ovelha crioula no Sul do Brasil, tanto a partir



das freqliéncias nucleares como os haplotipos
mitocondriais. As padrdo de
diversidade, como diversidade haplotipica e
nucleotidica, riqueza
heterozigosidade media observada indicaram
um padrdo maior de variabilidade para o tipo
Serrana (Tabela S3).

medidas

alélica e

O procedimento de cluster bayesiano
detectou o maior valor de verossimilhanga
para o modelo de duas populagdes
geneticamente distintas (Fig. 2).

A propor¢do de gendtipos individuais (q)
pertencendo a cada um dos dois
agrupamentos inferidos indica que todos os
individuos de Fronteira e Serrana foram
associados a sua populagdo fonte com um
valor de g > 0.75 (Fronteira, g = 0.78; Serrana,
q = 0.86). Cinco individuos (2 de Fronteira e 3
de Serrana) demonstraram
intermediarios de g, sugerindo uma mistura
genética. No entanto, ndo houve evidencia de
hibridizagdo com os dados de DNA

valores

mitocondrial.

A arvore bayesiana ndo-enraizada com
base em 18 haplétipos de ND5 (Tabela S4)
indicou a existéncia da uma estrutura
geografica; os haplétipos de Fronteira foram
agrupados em um clado
enquanto Serrana apresentou dois grupos
parafiléticos (Fig. 3A). Tal padrdo, com
aparéncia do tipo ‘estrela’, e sugestivo de um
evento de expansiao populacional recente.
Para alcancar uma compreensdao mais
detalhada das relagdes genealdgicas entre os

monofilético,

haplétipos de DNA mitocondrial construiu
uma rede de haploétipos (Fig. 3B). O padrao
tipo ‘estrela” pode ser observado na porg¢ao do
cluster de Serrana, com um haplétipo comum
em uma posicdo central, conectado a multiplas
seqliéncias raras por ramos curtos. Tal
padrdo ndo pode ser discernido no filogrupo

de Fronteira, indicando que o sinal para uma
expansdo populacional recente e menos claro
em relagdo ao tipo Serrana. Nenhum
haplétipo foi compartilhado entre as duas
variedades, e os dois clados foram separados
por apenas duas substitui¢des nucleotidicas.

Os rebanhos estdo sujeitos a uma
variedade de forcas evolutivas durante a sua
historia.
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Figura 3. A) Arvore de consenso ndo-enraizadas com base
na analise Bayesiana de haplétipos ND5 de ovelhas
crioulas. Os valores de suporte da probabilidade posterior
estdo indicados nos ramos. O sombreado azul representa o
clado de Fronteira. B) rede de haplotipos MJ que descreve
as relagoes entre as variedades de ovelhas. As substitui¢des
de nucleotideos estdo indicadas nos ramos por pequenas
barras transversais.



fundadores, da deriva genética e selecdo natural
ou artificial conduz a formacdao de distintas
racas ou variedades (Berthouly et al. 2008).

Em resumo, os resultados aqui
apresentados demonstram significativa
diferenciagdo genética entre as ovelhas crioulas
Fronteira e Serrana, especialmente suportado
pelos dados de polimorfismo ancestral (DNA
mitocondrial). Tal fato pode ter resultado a
partir do isolamento geografico, associado com
diferencas na forma que os rebanhos foram
manejados, ou mais provavelmente a partir da
introducao de diferentes estoques ha séculos
atras. A topologia da rede de haplotipos sugere
diferenca em eventos demograficos historicos
para ambos os tipos de ovelhas, como uma
expansdo populacional recente para Serrana, e
um provavel cenario mais complexo para a
Fronteira, o que refor¢ca a idéia de duas
linhagens evolutivamente distintas.
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Figura S1. Ovelha Crioula Fronteira (A, B) e Serrana (C, D). A esquerda estdo os carneiros,
e a direita, as ovelhas com cordeiros.



Tabela S1. Descricao dos locais de amostra de ovinos crioulos no Sul do Brasil.

Populacéo

Variedade Numero Tamanho Abreviatura Municipio / Estado Proprietario
Fronteira 1 18 CRV Santana do Livramento / RS WIladimir Mothci

2 11 CAV Alegrete / RS Joaquim Assis Brasil

3 12 SPR Séo Pedro do Sul / RS Walter Sala

4 28 FVL Fortaleza dos Vales / RS Dirceu Pombo
Serrana 5 20 ADR André da Rocha/ RS Sinval Machado

6 20 ESM Esmeralda / RS Mauricio Souza da Luz

7 23 BJA Bom Jardim da Serra/ SC Cirne Lima

8 7 BJB Bom Jardim da Serra /SC Cleber Segato

9 25 PTA Ponte Alta/ SC Antbnio Camargo

10 11 COP Correia Pinto / SC Edson Martins

11 25 CNV Campos Novos / SC Osni Conick

12 25 CTB Curitibanos / SC Zico Pellizzaro




Tabela S2. Marcadores nucleares marcadores utilizados neste estudo.

Tipo de marcador ~ Abreviatura Referencia

SSR
FSHB Crawford et al. 1995
MAF33 Crawford et al. 1995
MAF209 Crawford et al. 1995
OMHC1 Crawford et al. 1995
TYRP1lintron5  Berryere et al. 2003
MCM140 Hulme et al. 1995

SNP
B2A Kuczek & Rogers 1999

M73K- MC1R Vage et al. 1999
D12IN- MC1R  Vage et al. 1999
Q171R - PRNP  Yuzbasiyan-Gurkan et al. 1999
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Tabela S3. A diversidade genética de ovinos crioulos no Brasil com base em locos nucleares e
dados de mtDNA. Para l6cus nuclear: n, tamanho da amostra; A, nimero médio de alelos por loco;
H, valor médio de diversidade alélica (sobre todos os locus), P%, porcentagem de locos
polimorficos, Ho, heterozigosidade média observada; Hg, heterozigosidade média esperada. Para
mtDNA; s, numero de sitios polimorficos, n, 0o nimero de seqiiéncias, nh, o nimero de haplétipos,
hD, diversidade haplotipica e m, diversidade de nucleotideos. Os testes de neutralidade D de

Tajima e Fs de Fu também sdo mostrados.

Locus nuclear mtDNA
Fenotipo n A H %P Ho He n s nh Hd T D Fs
Fronteira 69 48 138 70 059 0.69 17 5 4 0.0020+0.0016 0.002 -1.50" -1.39
Serrana 156 54 161 75 050 0.62 23 16 14 0.0094+0.0054 0.008 0.02 -6.22

'P<0.05



Tabela S4. Sitios polimorficos (excluindo os ambiguos) no gene mitocondrial ND5 da ovelha
crioula do Brasil (n = 40). Os nucleotideos sdo numerados de 1 a 524, utilizando Ovis aries
referéncia. As freqliéncias de haplétipos também sdo mostradas para as duas variedades de
ovinos.

2 233333333344441414
231503345667 701112 2 Fregiénciahaplétipo
Haplotipos (N°Genbank) 2 8 1 3 0 4 456 187 928136759 Fronteira Serrana
O.aries(NP008416) CATYTTCTCGCGCAATGATCA
1(EU854593) T . . T. T. : 0 4
2(EU854594) T . AT. T. T. 0 1
3 (EU854595) . . T. T. . 0 4
4(EU854596) T . . T . . T. G. T 0 1
5(EUB54597) T . CTC. .o 0 1
6(EU8B54598) T G. T. . . . T. T. 0 1
7(EU854599) T G. T. CA. T. 0 2
8(EUB54600) T G. T. CA. . . . . . . . . . .. 0 2
9(EUB54601) . . CCCCA. . . . . . . . .. T. 0 1
10 (EU854602) T . . T . oo T . T 0 2
11(EU854603) T . CCC . A. TG 0 1
12(EU854604) T . . TC. A. T .o 0 1
13 (EU8B54605) T . CCC oo G. . TAA 0 1
14 (EU854606) T . T. T. A. T : 0 1
15 (EU854607) T . T. . TC. C 13 0
16 (EU8B54608) T . T. GTC. .o C 1 0
17 (EU854609) T . T. . TC A C 2 0
18 (EU854610) T . T. GTC. T. G. C. T C 1 0




