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Resumo

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e a bovinocultura
representa cerca de 43% do PIB agropecuario do Brasil, onde o cruzamento das
espéecies Bos taurus e Bos indicus permite a combinagdo de caracteristicas de
produgcdo da primeira espécie e a rusticidade da segunda espécie visando o
melhoramento genético dos bovinos. Devido a essa importédncia econbémica da
pecuaria no Brasil, a procura por regides no genoma que contribuem para
caracteristicas de producao é objeto de muitos estudos, que incluem caracteristicas
como rendimento de carne, precocidade de crescimento e diversos tipos de pesos.
Também importante € o combate aos endoparasitas e ectoparasitas, que tém
grande relevancia econémica, uma vez que as perdas de crescimento e de produgao
(carne e leite) afetam o rebanho bovino e consequentemente, o produtor e
consumidor. O objetivo deste trabalho foi mapear QTLs (Quantitative Trait Loci) para
caracteristicas de crescimento e de resisténcia (a ectoparasitas e endoparasitas) por
meio da varredura do cromossomo 14 dos bovinos (BTA14), utilizando marcadores
microssatélites em uma populagdo F2 Holandés x Gir. O mapeamento de QTLs
relacionados a caracteristica peso ao nascimento (PN), permitiu encontrar um QTL
sugestivo (P<0,05) a 1 cM do centrbmero e para a caracteristica peso aos 60 dias
(P60), permitiu encontrar um QTL sugestivo (P<0,05) a 0 cM do centrdmero. O
mapeamento para caracteristica de resisténcia ao ectoparasita Boophilus microplus
revelou um QTL significativo (P<0,01) a 22 cM do centrémero e a resisténcia a
endoparasitas nenhum QTL foi associado. Os resultados encontrados neste trabalho
sugerem que € possivel mapear regides do genoma dos bovinos que afetam
caracteristicas quantitativas, como crescimento e resisténcia a parasitas, através da

utilizacdo de marcadores microssatélites.



Abstract

Brazil possesses the largest commercial bovine herd in the world and cattle
represents about 43% of agricultural PIB of Brazil. Crossing Bos taurus and Bos
indicus species allows the combination of traits of production from the first specie and
of rusticity from the second specie for the genetic improvement of the bovines. Due
to the economical relevance of livestock in Brazil, the search for regions in the
genome that contribute to prodution traits is object of many studies including traits
such as meat yield, precocity of growth and many weight measures (eg. birth weight,
yearling weight). The endoparasites and ectoparasites have great economical
relevance, once the growth losses and production (meat and milk) affect the bovine
herd and consequently, the producer and consumer. The objective of this work was
to map QTL (Quantitative Trait Loci) for growth traits and for resistance to
ectoparasite and endoparasites through the BTA14 scan, using microssatellite
markers in a F2 population Holstein x Gyr. The QTL mapping for the trait birth weight
(BW) suggested a QTL (P <0.05) at 1 cM from centromere and for the weight at 60
days (P60), a suggestive QTL (P <0.05) was found at 0 cM from centromere. The
mapping for resistance to the ectoparasite Boophilus microplus revealed a significant
QTL (P<0.01) at 22 cM from centromere but no association was observed for
endoparasites. Together, the results found in this work suggest the possibility to map
regions of the bovine genome that affect quantitative traits, like growth and

resistance, by means of microssatellite markers.
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1 — Introducgao

1.1— Os bovinos

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com cerca de
183 milhdes de cabecgas, sendo aproximadamente 76% para a producao de carne e
24% para a producgao de leite. Dentro do PIB agropecuario do Brasil, a bovinocultura
representa cerca de 43%, mostrando a sua importancia econémica e social para o
pais (Martinez et al., 2004). Os bovinos domésticos pertencem ao género Bos, onde
a espécie Bos indicus é composta pelos bovinos com cupim denominados de
zebuinos ou indianos, provenientes da Asia e Africa, e a espécie Bos taurus é
representada pelos bovinos sem cupim, denominados de europeus. Essas duas
espécies podem reproduzir entre si sem afetar a sua fertilidade, permitindo, sob o
ponto de vista do melhoramento genético, a combinagdo de caracteristicas de
producao da segunda e a rusticidade da primeira (Tambasco, 1998).

A raca Gir, representante da espécie Bos indicus, foi um dos principais
grupamentos zebuinos trazidos para o Brasil (Faria et al., 2001), sendo introduzida
por volta de 1906 (Santiago, 1986). No seu pais de origem é muito utilizada para
producao de leite (Faria et al., 2001). No inicio de sua exploragéo no Brasil, a raga
Gir foi bastante utilizada para corte e atualmente ela é a preferida para cruzamentos
leiteiros, principalmente com a raga Holandesa. Caracteriza-se por um perfil convexo
e ultra-convexo, testa proeminente, chifres laterais frequentemente retorcidos,
barbela desenvolvida e pelagens variadas, podendo apresentar pélos brancos,
vermelhos, amarelos e pretos em varias combinagdes (Ledic, 2000). Segundo dados
da Associacao Brasileira dos Criadores de Zebu (ABCZ), o Gir Leiteiro apresenta
menores infestagcdes de ecto e endoparasitas e menores incidéncias de doengas do
que as racas de clima temperado, acarretando um menor uso de carrapaticidas,
vermifugos e antibiéticos, proporcionando um produto com menor quantidade de
residuos.

A raca Holandesa é representante da espécie Bos taurus e sua origem é
pouco conhecida, com relatos indicando sua existéncia ha 2.000 anos nas terras
planas e pantanosas da Holanda setentrional e da Frisia (Paises Baixos) e também

na Frisia Oriental (Alemanha). No Brasil ndo foi estabelecida uma data de introdugao

13



da raca holandesa, e Paulino Cavalcanti (1935), citado pela ABCZ, menciona que
"segundo os dados historicos, referentes a nossa colonizagdo, presume-se que O
gado holandés foi trazido nos anos de 1530 a 1535, periodo no qual o Brasil foi
dividido em capitanias hereditarias". Os animais da raga Holandesa sdo geralmente
malhados de preto-branco ou vermelho-branco, com cabeca bem moldada, fronte
ampla e moderadamente cbncava, e pele fina e pregueada com pélos finos. Sao
animais altamente especializados para a produgcao de leite, mas requerem boas
condigbes de clima e temperatura. Por se tratar de uma raga originaria de paises de
clima frio, onde sao altamente produtivos, os animais europeus tem seu
desempenho reduzido quando criados em condigdes tropicais, onde a falta de
adaptagao ao calor, as radiagdes, a umidade, a seca, a ma qualidade das forragens
e as doengas infecciosas e parasitarias, prejudica sua produtividade no Brasil
(Marques, 1976).

Apesar da importancia histérica das primeiras importagées dos animais da
raca Holandesa, essas importagdes pouco contribuiram para a constituicdo dos
rebanhos atuais, que se formaram a partir de importagdes mais recentes. Além
disso, uma vez que na reproducdo da raca Holandesa utiliza-se intensivamente a
inseminacgao artificial, o intercAmbio de material genético entre os diversos paises

tem sido constante.

1.2- Marcadores moleculares

A variagado genética existente para resisténcia a parasitas sugere a utilizagao
de marcadores moleculares associados a resisténcia como um auxilio nos
programas de melhoramento, visando a obtengao de animais economicamente mais
produtivos. Dentre as técnicas mais conhecidas podem ser citadas os polimorfismos
de tamanho de fragmentos de restrigdo (RFLP), polimorfismo de DNA amplificados
aleatoriamente (RAPD), polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) e marcadores
baseados na sequéncia de DNA repetitivo, como os minissatélites e microssatélites.

O polimorfismo dos marcadores microssatélites baseia-se na variacdo do
numero de repeti¢des, que é resultado de erros durante a replicacdo do DNA pela
DNA polimerase. A utilizacdo de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) para a

analise desses marcadores foi importante para a redugéo no tempo na identificagao

14



dos gendtipos, tornando os marcadores microssatélites bastante adequados para a
construgdo de mapas genéticos e identificagdo de QTLs (Massey & Georges, 1992).
Atualmente umas das ferramentas utilizadas na exploragdo das informacdes a
respeito da resisténcia genética a parasitas € a selegao assistida por marcadores
(MAS). Como grande parte das caracteristicas de interesse econdmico possui um
perfil quantitativo, a MAS torna-se uma opcao atraente, pois pode levar a resultados
com bons ganhos genéticos mais rapidamente do que quando comparado as

técnicas de melhoramento tradicionais (Khatkar et al., 2004).

1.3 — Mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci)

Uma caracteristica € denominada de quantitativa quando apresenta uma
distribuigdo continua, podendo ser controlada por muitos genes, onde cada gene,
em conjunto com o ambiente, produz efeitos pequenos sobre a caracteristica.
Através de estudos envolvendo mapeamento gendmico, chegou-se a concluséo de
que alguns genes sao responsaveis por parte da variagdo de uma caracteristica
quantitativa, e que os loci que controlam estas caracteristicas quantitativas sao
denominados de QTLs. Os métodos para a procura e caracterizacdo desses QTLs
sdo chamados de mapeamento de QTLs (Liu, 1998). Para que seja possivel o
mapeamento de QTL, envolvendo a sua detecgao, localizagdo e estimativa do seu
efeito, um numero grande de animais € necessario, com seus respectivos fendtipos
e genotipos de interesse determinados, que € inversamente proporcional ao efeito
que se deseja identificar, da herdabilidade da caracteristica e dependente do
delineamento experimental escolhido para o estudo. Nos bovinos, devido aos custos
de producdo e manutencdo geralmente bastante elevados, esse numero é
particularmente limitante (Regitano, 2004).

As caracteristicas quantitativas sado entdo controladas por poligenes, por
exemplo, as doengas, que resultam em complexas interacdes alélicas e nao alélicas
e também sao influenciadas pelo ambiente (Regitano, 2004), podendo ser chamadas
de multifatoriais, tornando seu estudo bastante complexo. O desenvolvimento de
marcadores para identificar e estimar o efeito de um poligene € baseado em duas

estratégias. A primeira estratégia de identificagcdo de QTL é baseada na detecgao de
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polimorfismos em genes que estao diretamente relacionados com a caracteristica de
produgao, chamados de genes candidatos.

A segunda estratégia utiliza marcadores aleatérios para a construgédo de
mapas genéticos saturados, onde os intervalos delimitados por estes marcadores
sdo avaliados em relacdo as caracteristicas de interesse econémico e utilizados na
identificacdo de loci que afetem caracteristicas quantitativas (Geldermann, 1975). A
vantagem deste procedimento é que ndo € necessario o conhecimento prévio de
genes envolvidos na expressao do fenétipo de interesse, podendo revelar regides no
genoma que nao estariam associados a genes candidatos, devido a acéao
pleiotropica dos genes que ndo se encontram diretamente relacionados a processos
fisioloégicos e/ou morfolégicos (Rocha et al., 2002).

O sucesso dessa estratégia depende da construcdo de mapas de ligacéo,
com marcadores dispostos em intervalos de 20 cM. A constru¢ao de tais mapas foi
possivel com a utilizacdo de marcadores que exploram o polimorfismo dos
microssatélites (Soller, 1990). Em bovinos, os mapas genéticos publicados por
Bishop et al. (1994), Barendse et al. (1994), Barendse et al. (1997) e Kappes et al.
(1997) fornecem uma cobertura de 95% a uma distédncia média entre os marcadores
inferior a 2,5 cM. Ihara et al. (2004) desenvolveram um mapa genético do genoma
bovino baseado em 3802 microssatélites com potencial de resolugdo genética de 0,8
cM com 95% de confianga.

A determinacao de ligagdo genética entre os alelos no locus marcador e os
alelos do QTL depende da existéncia de desequilibrio de ligagdo entre eles. Esse
desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao marcador que podem ser
detectados e estimados através de andlise estatistica. Em alguns tipos de
organismos, gerar esse desequilibrio de ligacdo € possivel cruzando-se linhagens
endogamicas, geneticamente divergentes, e fenotipicamente extremas em relagao
as caracteristica de interesse. Assim, obtém-se individuos F1 heterozigotos para
ambos os loci, e o cruzamento de individuos F1 gera progénies F2 (Machado, 2002).

Em bovinos, como a utilizacdo de linhagens isogénicas ndo € possivel,
delineamentos experimentais que se aproximam do conceito de F2 sao utilizados,
gerando o desequilibrio de ligacdo necessario para a identificacdo do QTL e a
segregacao, tanto do marcador quanto do QTL. Esse tipo de delineamento € usado
quando duas populagdes divergentes sao cruzadas e a frequéncia dos seus alelos &

diferente, buscando reunir as melhores caracteristicas de cada populacdo, com a
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possivel separacao dos efeitos aditivos e de dominancia dos QTLs encontrados
(Tunin, 2004).

Apesar das dificuldades observadas no mapeamento de QTLs em
ruminantes, varias caracteristicas ja tiveram parte de sua variagdo atribuida a
regides do genoma dos bovinos. No cromossomo 14 dos bovinos (BTA14) alguns

estudos ja relataram a presenca de QTLs para diferentes caracteristicas.

1.4 — Caracteristicas de crescimento

Existem varios estudos feitos com base em dados de crescimento de diversas
populagdes, onde um dos objetivos é encontrar QTLs (Quantitative Trait Loci) ou
polimorfismos de genes que estejam associados a estas caracteristicas de
crescimento nos cromossomos bovinos. Dentre estas caracteristicas destacam-se: o
estudo de diversos tipos de pesos, como peso ao nascimento, peso aos 60 dias,
peso a desmama, peso ao sobreano, peso de carcaca, entre outras; e estudo de
polimorfismos de genes relacionados a crescimento, como por exemplo o gene igf-1
localizado no cromossomo 5 dos bovinos e o gene pit1 localizado no cromossomo 1.

Alguns estudos de QTLs com peso ao nascimento relatam a presenga de um
QTL no cromossomo 5 (BTAS), onde Gasparin et al. (2005) em um estudo realizado
utilizando a mesma populagdo deste trabalho, encontraram um QTL significativo
(P<0,01) a 60 cM do marcador mais centromérico e Machado et al. (2003) utilizando
uma populagéo de bovinos Canchim, relataram a presenga de um QTL a 82,9 cM do
marcador mais centromeérico. Embora o QTL encontrado por Machado et al. (2003)
esteja proximo ao gene igf-1 (insuline growth factor 1), sua associagdo com a
caracteristica peso ao nascimento foi refutada por Li et al. (2004), que nao
encontraram SNPs (Single nucleotide Polimorphisms) no igf-17 que fossem os
responsaveis por afetar as caracteristicas peso ao nascimento, ganho médio diario
pré-desmama e ganho médio diario em confinamento. Ainda no BTAS, Casas et al.
(2003) estudando uma familia de meio-irmaos resultante do cruzamento entre touro
Brahman X Hereford e vacas Bos taurus, encontraram um QTL significativo para
peso ao nascimento no cromossomo 5 entre 50 e 73 cM do inicio do grupo de

ligagao.
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Kneeland et al. (2004), no estudo de uma linha comercial de Bos taurus
utilizando haplétipos para mapear e identificar QTLs, estudaram 16 haplétipos que
cobriam 13 regides nos cromossomos bovinos. Esses haplotipos compreendiam
duas regides no BTA2 (de 9,1 a 22,5 cM e 95,0 a 100,3 cM) associadas a peso ao
nascimento e ganho médio diario pés-desmama sob confinamento, trés regides no
BTA6 (8,2 a 11,0 cM, 35,5 a 49,7 cM e 83,0 a 86,2 cM) associadas a peso ao
nascimento, ganho médio diario pré-desmama e ganho médio diario pos-desmama
sob confinamento, trés regides no BTA14 (26,0 a 26,7 cM, 36,2 a 46,2 cM e 52,0 a
67,7 cM) associadas a peso ao nascimento, ganho médio diario pré-desmama e
ganho médio diario pés-desmama sob confinamento, uma regido no BTA19 (52,0 a
52,7 cM) associada a peso ao nascimento, duas regides no BTA21 (9,9 a 20,4 cM e
28,2 a 46,1 cM) associadas a peso ao nascimento e duas regides no BTA23 (23,9 a

36,0 e 45,1 a 50,9 cM) associadas a peso ao nascimento.

1.5- Os endoparasitas Haemonchus, Cooperia e Ostertagia

Os nematdides mais comuns nas regides tropicais brasileiras sdo os dos
géneros Haemonchus, Cooperia e Ostertagia. O nematdide gastrintestinal
Haemonchus contortus causa muitas perdas de producdo e sua importancia
econdbmica é grande. Para fins de comparacgéo, o custo dos endoparasitas para a
industria americana em perdas de produtividade dos bovinos é estimado em dois
bilhées de dolares ao ano (Sonstegard et al., 2001). O nematdide Haemonchus
parasita o tubo gastrointestinal onde tanto as larvas como as formas adultas se
alimentam de sangue no estdmago. O nematdide do género Cooperia infecta os
hospedeiros no intestino delgado e suas espécies sdo amplamente distribuidas ao
redor do mundo, onde a espécie Cooperia punctata € o nematdide mais comum em
areas temperadas e subtropicais. O nematdide do género Ostertagia habita o
abomaso dos bovinos e destaca-se pelo fato de um fenbmeno denominado de
hipobiose, que é a capacidade de inibir o seu desenvolvimento durante o periodo de
3 a 5 meses como um mecanismo de defesa em situagdes menos favoraveis.

A presencga das larvas destes nematdides nas pastagens esta diretamente

relacionada com os fatores ambientais, pois a umidade, chuva, pastos escassos e

18



pobres, solos compactos e também animais com deficiéncia alimentar favorecem o
desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas.

O método mais comum de combate aos endoparasitas € o uso de drogas
anti-helminticas, que apesar de serem eficazes e seguras (Sonstegard et al., 2001),
sao utilizadas de forma oportunista ou diagndstica pelos produtores (Furlong, 1996).
Com isso, devido a sua heterogeneidade, as populagcées desses nematdides séo
capazes de desenvolver resisténcia em relagcdo aos produtos quimioterapéuticos
(Grant, 1994; Roos et al. 1994; Roos, 1997; Anderson et al. 1998) e essa resisténcia
tem sido documentada em ovinos na Nova Zelandia (Vermunt et al., 1995; Hosking
et al., 1996), Gra-Bretanha (Stafford and Coles, 1999), Argentina (Fiel et al., 2001) e
em outros paises (Waller, 1994; Van Wyk et al., 1999). No Brasil, Echevarria et al.
(1996) ao estudarem a resisténcia dos nematoides aos anti-helminticos,
encontraram altos niveis de resisténcia para alguns grupos de anti-helminticos em
uma populacao de ovinos no Rio Grande do Sul. Farias et al. (1997) encontraram as
espécies Trichostrongylus, Ostertagia e Haemonchus resistentes aos anti-
helminticos do grupo benzimidazol e levamisol, enquanto o grupo ivermectina foi
considerado o composto mais efetivo no combate aos endoparasitas.

Além dos problemas ambientais causados pelos anti-helminticos com os
residuos deixados no ambiente e a resisténcia dos endoparasitas, a conscientizacao
dos consumidores através da procura de produtos de origem animal com pouca ou
nenhuma quantidade de residuos quimicos, faz com que outras estratégias sejam
adotadas ou aliadas ao método tradicional de combate. Uma forma alternativa de
combate sdo os programas de controle de pastagens, que sdo complexos de
operacionalizar e alguns sistemas ndo permitem a sua utilizacdo adequada
(Sonstegard et al., 2001). Outra forma alternativa, com resultados promissores “in
vitro”, € o uso de fungos nematéfagos agindo como controladores bioldgicos,
passando através do trato gastrointestinal dos bovinos, onde agem destruindo as
larvas dos endoparasitas e reduzindo a transmissao de larvas infectantes (Gronvold
et al., 1993; Larsen et al., 1997).

O sistema imune também pode ser considerado como um método alternativo
de combate aos endoparasitas, mas sua regulagdo ainda n&o esta completamente
elucidada. Logo apods a infecgdo, o sistema imune dos bovinos é estimulado e reage
aos endoparasitas, produzindo respostas imunoldgicas que vao desde a alteragéo

morfolégica do parasita até o impedimento do desenvolvimento das larvas
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(Sonstegard et al., 2001). Uma segunda estratégia utilizando o sistema imune € o
uso de vacinas contendo imunopotenciadores, provocando a estimulagéo do sistema
imune com a subsequente agéo das citocinas (Sher & Coffman, 1992).

Apesar de todas as estratégias citadas acima terem potencial de combata a
parasitose em bovinos, uma questdo importante a ser levantada é se o sistema
imunologico dos bovinos reage da mesma forma a todas as espécies de
endoparasitas. Schmidt et al. (1998) ao analisar culturas fecais individuais de touros
da raca Aberdeen Angus, ndo encontrou diferenca significativa na resposta aos
diversos géneros de endoparasitas, indicando que a resposta aos endoparasitas €
similar no hospedeiro (Sonstegard et al., 2001). O tipo de resposta imunolégica é
dependente da constituicdo genética do hospedeiro, pois Kanobana et al., (2001), ao
estudar os tipos de resposta as infecgoes causadas pelo nematdide Cooperia
oncophora, conseguiu distinguir trés tipos de resposta: alta, intermediaria e baixa.
Para altas respostas, uma pequena propor¢cdo da populagdo hospedeira mostra
guase nenhum ovo, enquanto os animais de baixa resposta mostram alta quantidade
de ovos, que continuam por semanas. No nivel intermediario, a quantidade de ovos
inicialmente é similar ao de baixa resposta, mas essa quantidade declina
rapidamente apds 28 a 35 dias apods a infecgao.

A utilizagdo da genética dos bovinos pode ser util na tentativa de minimizar a
transmissao dos parasitas (Sher & Coffman, 1992). A genética do hospedeiro em
relacdo a resisténcia aos endoparasitas ja € utilizada em cruzamentos visando a
selecdo e o melhoramento de animais resistentes, com a finalidade de evitar
prejuizos na produtividade e na qualidade dos produtos e evitar gastos referentes ao
combate a estes parasitas. Esses cruzamentos sdo mais conhecidos em ovinos e
tém sido bem sucedidos (Albers et al. 1987; Windom, 1991), ja sendo aplicados
comercialmente na Nova Zelandia (Morris et al. 2000). O maior empecilho para o
desenvolvimento destes cruzamentos € o tempo necessario para se chegar a um
nivel satisfatério de resisténcia dos hospedeiros, podendo levar de 10 a 20 anos
(Albers et al. 1987), ou seja, um periodo grande de tempo se comparado ao tempo
necessario para o desenvolvimento de resisténcia dos endoparasitas em relagao aos
anti-helminticos ou ao aparecimento de um novo tipo de anti-helmintico.

Todas estas formas de combate visam diminuir as perdas econdémicas
causadas pelos endoparasitas, mas com o auxilio do sequenciamento de genomas

dos animais domésticos e a identificacdo de genes e de proteinas, as pesquisas
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ganharao ferramentas importantes para o entendimento do sistema imunolégico
sendo possivel manipular os animais geneticamente, através de cruzamentos
seletivos, de maneira segura para o consumidor, enquanto os efeitos ambientais sao

minimizados (Sonstegard et al., 2001).

1.6 - O ectoparasita Boophilus microplus

Canestrini em 1887, descreveu o carrapato Boophilus microplus, que, de
acordo com Evans et al. (2000), € um dos parasitas que mais prejudicam a
bovinocultura no Brasil, sendo obrigado a passar uma fase de sua vida sobre o
bovino, ingerindo linfa, substratos teciduais e sangue. Segundo Hoogstraal (1985) a
espécie B. microplus emergiu na Asia, quando mamiferos e passaros substituiram
os repteis como vertebrados dominantes, adaptando-se ao clima tropical, onde as
condigbes favoraveis, como calor e umidade, permitiram a sobrevivéncia e a
manutengao da espécie (Powel & Reid, 1982).

Os prejuizos econémicos gerados pelo carrapato sdo grandes, pois as perdas
em produtividade de leite e carne e mortalidade sao estimadas em quase um bilhdo
de ddlares ao ano no Brasil (Young & Morzaria, 1986), causando prejuizos que vao,
desde a anemia até lesdes no couro e transmissdo de doengas (Gonzales, 1993).
Essas perdas causadas pelo carrapato podem afetar os animais de tal maneira que,
se nao forem tratados, podem perder de 18 a 47 kg de peso por ano (Honer e
Gomes, 1990) e podem até chegar a morte, se permanecerem infestados por mais
de seis semanas com uma carga de mais de 200 carrapatos (Frisch et al., 2000).

A principal estratégia usada no controle ou na erradicagao do B. microplus é o
uso de carrapaticidas. Mas, por deixarem residuos quimicos no ambiente e seu uso
inadequado propiciar o desenvolvimento de resisténcia dos carrapatos aos
carrapaticidas, varias alternativas de combate vém sendo desenvolvidas em
diversos centros de pesquisa do mundo (Pereira, 2000). Outras estratégias que séo
utilizadas € o uso da genética dos bovinos, selecionando aqueles que s&o
naturalmente resistentes (Angus, 1996), uso de patdgenos agindo como controle
biolégico e predadores de carrapatos (Samish & Rehaceck, 1999) e o

desenvolvimento de vacinas (Willadsen & Jongejan, 1999).
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A estratégia do desenvolvimento de vacinas € altamente efetiva no controle
do carrapato. Estas vacinas sao desenvolvidas contendo antigenos, que estimulam
respostas no hospedeiro contra o carrapato (Rodriguez et al. 1995). A ativagdo do
sistema imunoldgico dos bovinos por essas vacinas é feita através da proteina
Bm86, que é extraida das células epiteliais do intestino do B. microplus, provocando
a formagao de anticorpos especificos contra essa proteina, que podem agir levando
a morte dos carrapatos ou entdo causando lesdes no intestino que reduzem a
viabilidade dos carrapatos (Kemp et al., 1989). Outra proteina antigénica isolada dos
carrapatos, a Bm91, tem efeitos imunizadores, diminuindo a taxa de infestacdo nos
bovinos, impedindo o ingurgitamento e postura de ovos das teledginas. Conforme
Willadsen et al. (1996), a combinagdo das vacinas contendo Bm86 e Bm91 tem
efeitos significativamente maiores do que vacinas contendo apenas a proteina
Bm86, que sao as vacinas registradas comercialmente. Apesar de serem
comercializadas desde 1994, o progresso no desenvolvimento de novas vacinas
esta lento. Porém um novo grupo de antigenos foi descoberto em uma combinagao
com os epitopos dos antigenos “expostos” contidos na saliva do carrapato e
antigenos “ocultos” normalmente ndo apresentados ao hospedeiro, conferindo uma
acao mais ampla dessa vacina, atuando nas diversas fases do ciclo de vida do
carrapato (Nuttal et al. 2006).

Naturalmente existe uma diferenga de resposta nos bovinos em relacdo ao
efeito das vacinas, pois Glass (2004) observou efeitos significativos entre touros e
entre racas em uma populacdo de bovinos Charolés e Holandés, medindo a
diferenga nos niveis de células T e citocinas. Estes resultados sugerem que o
entendimento das fungbées dos genes do MHC e de genes relacionados ao MHC
pode contribuir muito para o desenvolvimento de vacinas mais especificas. Portanto,
0 uso das vacinas combinadas com a utilizagdo de animais naturalmente resistentes
ao carrapato sera um modo mais eficiente de controle (Martinez et al., 2004), e o
projeto de sequenciamento do genoma do B. microplus permitira o entendimento dos
genes envolvidos na regeneragcdo dos apéndices e os mecanismos de transi¢gao
através dos estagios de desenvolvimento (Guerrero et al., 2006), possibilitando
desenvolver métodos mais eficientes de acordo com a morfologia e o ciclo de vida
do carrapato, assim como evitar a transmissao de parasitas presentes na saliva

como Anaplasma e Babesia.
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1.7 - Bos indicus x Bos taurus

No melhoramento de ragas bovinas européias, a prevaléncia de ectoparasitas
era baixa e ndo foi muito importante, ou seja, ndo houve sele¢do atuante e por isso a
espécie Bos faurus, que representa a maioria das racas selecionadas para
produgao, possui menor resisténcia aos parasitas se comparada a subespécie Bos
indicus. A maior resisténcia ao carrapato encontrada na subespécie B. indicus deve-
se a convivéncia de milhares de anos dos rebanhos indianos com o carrapato,
resultando em uma eliminacdo dos animais mais sensiveis por selecdo natural,
restando aqueles que sdo mais resistentes geneticamente (Thiesen, 1979; Lemos,
1986), podendo ser até 15 vezes mais resistentes de acordo com o numero de
telebgenas caidas no pasto (Moraes et al. 1986). Diversos estudos tém demonstrado
as diferencas de resisténcia entre Bos taurus e em cruzamentos de Bos taurus e
Bos indicus. Byford et al. (1976), avaliando racas de Bos taurus e em cruzamentos
de Bos taurus x Bos indicus, encontrou resisténcias que vao de moderada a alta,
assim como resultados semelhantes foram encontrados por Utech et al. (1982) na
Australia, onde os niveis de resisténcia dos bovinos foram medidos de acordo com a
mortalidade das fémeas de carrapatos e observou-se um aumento de resisténcia de
89,2% para 99% com a introdugao de animais resistentes e eliminacdo de animais
sensiveis ao carrapato.

A escolha de racas mais resistentes para debelear o problema do carrapato é
um método bastante efetivo, pois Riek (1962), Johnston e Haydock (1969), Seifert
(1971), Turner e Short (1972) e Wagland (1975) encontraram diferencas entre as
subespécies Bos taurus e Bos indicus, assim como Lemos et al. (1985), que estudou
a resisténcia ao carrapato em novilhas que variavam de %2 Holandés x Zebu até
animais Holandés puros, verificando o aumento do nimero de carrapatos com efeito
aditivo significativo de acordo com a proporgdo de genes oriundos do Holandés.
Wambura (1998) também demonstrou que o gado zebuino carrega menor numero
de carrapatos se comparado aos seus cruzamentos com B. taurus, podendo possuir
até quatro vezes e meia menos carrapatos (Latif, 1984), indicando que subespécie
B. indicus é menos susceptivel e adquire resisténcia aos carrapatos mais
efetivamente do que B. taurus (Riek, 1962; Francis & Little, 1964; Utech et al. 1978).

Apesar da variabilidade genética para resisténcia ao carrapato ser bem

documentada, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na manifestacdo da
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resisténcia. A utilizagdo de métodos que visam a identificagdo de genes que estejam
associados a resisténcia aos carrapatos nos programas de melhoramento seria uma
das maneiras de evitar perdas de produtividade (Martinez et al., 2004). Frisch (1994)
através de métodos quantitativos, sugeriu a presenga de um gene com grande efeito
sobre o0 numero de carrapatos em um cruzamento Shorthorn x Hereford e os
resultados apresentados por Frisch (1999) indicam que € possivel o
desenvolvimento de animais Bos taurus com grande resisténcia ao carrapato.

A compreensdo do mecanismo de resisténcia aos carrapatos pode conduzir a
insercdo desses conhecimentos nos programas de selegdo e melhoramento
genético animal (Teodoro, 2004), na tentativa de obter animais resistentes oriundos

de cruzamentos entre as subespécies Bos taurus e Bos indicus.

1.8 — QTLs do cromossomo 14

No BTA 14 alguns QTLs para caracteristicas de crescimento sao descritos na
literatura. Hetzel et al. (1997) encontraram uma regidao que foi significativamente
associada as caracteristicas peso ao nascimento e ganho de peso dos seis aos 12
meses, em uma populacdo resultante do cruzamento Bos taurus x Bos indicus.
Buchanan et al. (2000) encontraram um marcador significativo para peso a
desmama, peso ao sobreano e ganho médio sob pastagem a 67 cM do centrémero
e outro QTL para peso ao nascimento e ganho médio diario em confinamento na
regido centromérica. Morris et al. (2002) verificaram um QTL na regido entre 10 a 30
cM que influenciava caracteristicas de crescimento como peso dos 250 aos 600
dias, ganho de peso dos 250 aos 400 dias, ganho de peso dos 400 aos 600 dias e
peso de carcaga quente. Também na regidao centromérica do BTA14, um QTL para
deposigédo de gordura foi encontrado por Casas et al. (2000), havendo evidéncia de
interacdo desta regido com o gene miostatina no cromossomo 2 (BTA 2), em uma
populagdo resultante do cruzamento Piemontés x Angus. A miostatina regula
negativamente o desenvolvimento muscular e animais que possuem mutagdo no
éxon 3 comumente apresentam o fendtipo da dupla musculatura (Sonstegard et al.
1998).

Trés caracteristicas de crescimento foram associadas por Kneeland et al.

(2004) a hapladtipos no BTA 14 em animais de uma linha comercial de Bos faurus.
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Alguns destes haplétipos envolviam trés dos sete marcadores usados no presente
trabalho (CSSM066, BMC1207 e BMS1899), que foram associados no trabalho de
Kneeland et al. (2004) a peso ao nascimento, compreendendo as regides 26,0-26,7
cM (CSSM066), 36,2-46,2 cM (BMC1207) e 52,0-67,7 cM (BMS1899). Haplotipos
associados a ganho médio diario pré-desmama encontravam-se nas regides 26,7-
36,2 cM, 36,2-46,2 cM e 46,2-50,8 cM e os hapldétipos associados a ganho médio
diario pés-desmama foram encontrados nas regides 17,0-23,0 cM, 22,0-24,0 cM e
36,2-46,2 cM. Mizoshita et al. (2004) encontraram cinco QTL relacionados a
caracteristicas de crescimento no BTA 14, sendo que os QTL para ganho médio
diario dos nove aos 30 meses durante a engorda, peso corporal no abate e peso de
carcaga foram localizados na regido de 45-51 cM, enquanto os QTL para peso
corporal aos nove meses antes da engorda e ganho médio diario antes da engorda
foram localizados na regido 29-42 cM.

No BTA14 séo relatados alguns QTLs relacionados a produgao de leite. Uma
vez que as racas utilizadas neste trabalho sdo voltadas comercialmente a produgao
de leite, essa informacgao pode ser relevante para futuros estudos de mapeamento
de QTLs na populagdo F1. Na regidao centromérica do BTA14, Coppieters et al.
(1998) encontraram efeitos muito significativos para porcentagem de gordura,
porcentagem de proteina e quantidade de leite, enquanto Mosig et al. (2001)
encontraram uma significativa associagao entre o marcador BL1036, usado neste
trabalho, com porcentagem de proteina no leite em uma populagdo da raga Holstein
israelense. Heyen et al. (1999) estudando uma populagdo de bovinos da raga
Holandesa encontraram associagdes entre alguns marcadores do BTA14 (ILSTS39,
CSSM066, BM1508 e BM4305) e caracteristicas de producao de leite, tais como
quantidade de gordura, porcentagem de gordura, porcentagem de proteina e
quantidade de leite. Ashwell et al. (2001), ao estudarem oito grandes familias de
animais da raga Holandesa e analisando o marcador BMS1678, encontraram
evidéncia de QTL afetando porcentagem e quantidade de gordura em duas das
familias estudadas, assim como Riquet et al. (1999), que relataram um QTL
afetando a producdo de leite e porcentagem de gordura na mesma regidao, ao
realizar um mapeamento fino no BTA14. Schnabel et al. (2005), utilizando familias
de meio-irmaos da raga Holandesa, identificou um QTL significativo afetando
quantidade de leite e porcentagem de proteina a 53 cM do centrdbmero, confirmando

a existéncia de um segundo QTL para producdo de leite no BTA14. Esses QTLs
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relacionados a producdo de leite podem estar direta ou indiretamente relacionados
ao gene diacilglicerol-aciltransferase-1 (DGAT1), que esta associado a um efeito

sobre o conteudo de gordura no leite (Grisart et al., 2002).

Além dos QTLs encontrados no BTA14, alguns genes candidatos sao
descritos na literatura. Dois genes candidatos residem na regido centromérica do
BTA 14 para produgao de gordura, o primeiro € o gene DGAT1 e o segundo gene é
o da tireoglobulina (TG) (Barendse, 1999), que estd associado com deposi¢céo de
gordura intramuscular. Moore et al. (2003) estudando estes dois genes, encontraram
ambos o0s genes segregando independentemente da espessura de gordura em trés
populagdes independentes, indicando que estas mutacdes podem n&o ser a causa
das diferengas na deposi¢cao de gordura na carcaga. Outro gene candidato é o CRH
(horménio liberador de corticotrofina), localizado a 50 cM do centrémero e que tem
como fungdo a secrecdo de glicocorticoides, que sdo considerados inibidores de
crescimento. A IL7, situada a 61 cM do centrébmero, € outro gene candidato, sendo
relacionado principalmente com o sistema imunolégico, onde age estimulando o
amadurecimento dos linfécitos T e B, que atuam na resisténcia a patégenos. O gene
candidato CYP11B1 catalisa algumas reagdes chave na biossintese de horménios
esteroides, e esta situado a 2 cM do centrbmero.

Portanto, este trabalho faz parte de um grande projeto realizado pela
EMBRAPA e que tem como objetivo realizar a varredura do genoma bovino,
utilizando marcadores microssatélites e procurando associa-los a diversas
caracteristicas de crescimento e de resisténcia. A escolha do BTA14 foi feita entdo a
partir dos trabalhos com QTLs e também de genes candidatos, ambos descritos na

literatura, para caracteristicas de producao.

26



HIPOTESE E OBJETIVO
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2 - Hipotese e Objetivo

Utilizando um delineamento de animais F2, obtidos através do cruzamento
entre animais das ragas Holandesa (Bos taurus) e Gir (Bos indicus), é possivel
mapear loci que controlam caracteristicas de crescimento e de resisténcia a
doengas.

O objetivo deste trabalho foi mapear QTLs para -caracteristicas de
crescimento e de resisténcia a ectoparasitas e endoparasitas por meio da varredura
do cromossomo 14 de bovinos, utilizando marcadores microssatélites em uma

populacao F2 Holandés x Gir.
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3 — Material e Métodos

3.1 — Populacao experimental

Para a realizagdo do experimento, um cruzamento entre animais F1 das ragas
Gir e Holandesa esta sendo desenvolvido, com cerca de 400 animais F2 obtidos até
o momento. O cruzamento esta sendo realizado na Estagdo Experimental Santa
Ménica, pertencente a Embrapa, em Vassouras, no estado do Rio de Janeiro.

O cruzamento dos animais parentais foi feito com 28 fémeas Gir (em um
trabalho de superovulacado e transferéncia de embrides) que foram inseminadas
artificialmente por quatro touros da raga Holandesa, resultando em 150 animais F1
(incluindo machos e fémeas) (Figura 1). Desses, apenas cinco machos foram
escolhidos, com base na sua fertilidade, para serem os pais da geragao F2. Cada
uma das 61 fémeas F1 foi acasalada com um dos cinco touros, constituindo cinco
familias, evitando-se parentesco entre o reprodutor e as fémeas designadas a ele.
As familias produziram cerca de 400 animais F2 (Figura 2). Segundo Beckman &
Soller (1988) esta progénie esta dentro do numero recomendado para o sucesso na

deteccgao de ligagao entre um marcador genético e um QTL de efeito aditivo igual ou

superior a 0,5.

Figura 1 — Czaentos realizados para a obtngao da geragédo F1. Parentais Gir (A) e
Holandés (B) cruzados para a obtencao de animais F1 (C), mostrando homogeneidade
fenotipica.
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Figura 2 — Cruzamentos realizados para a obtengéo da geragao F2. Touros F1 (C) cruzados
com fémeas F1 (C), resultando em uma progénie de animais F2 (D), ilustrando a
segregacao de caracteres morfoldgicos.

3.2 — Coleta de sangue e extragao de DNA

Foram coletadas amostras de sangue de todos os animais (incluindo
parentais, F1 e F2) para a extracdo de DNA. A excecéo foi a dos touros holandeses,
dos quais o DNA foi extraido a partir de sémen.

O DNA foi extraido no Laboratério de Biotecnologia Animal da EMBRAPA
Gado de Leite, seguindo o protocolo de Hallerman et al. (1988). Para a extragao de
sémen, foi utilizado o protocolo de Zadworny & Kuhnlein, 1990.

Todas as amostras foram quantificadas num espectrofotometro (HITACHI
modelo U-2000) onde foram realizadas medidas em dois comprimentos de onda,
260 nm e 280 nm. O comprimento de onda 260 nm mede a concentragdo de DNA e
o comprimento de onda 280 nm mede a concentracdo de proteinas e a partir da
razao obtida entre estes dois comprimentos de onda é calculada a proporgao da
concentragc&o de proteinas na amostra em relagdo a concentragdo de DNA.

As amostras tiveram sua diluigdo padronizada para 40 ng/pL e foram

armazenadas em tubos eppendorff a uma temperatura de -25° C.
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3.3 — Coleta dos dados fenotipicos

A avaliagdo das caracteristicas fenotipicas foi feita no Campo Experimental de
Santa Ménica, pertencente a EMBRAPA Gado de Leite, localizado no municipio de
Valenca, estado do Rio de Janeiro.

A avaliacdo do peso ao nascimento e peso aos 60 dias foi feita logo apés o
nascimento dos bezerros, que foram induzidos a ingerir o colostro, permanecendo
junto a mae durante as primeiras 24 horas de vida para ter acesso livre ao colostro,
periodo no qual sdo pesados. Em seguida, foram levados para gaiolas individuais,
recebendo quatro litros de leite por dia, além de feno, ragao concentrada e agua a
vontade até os 56 dias. ApOs essa idade, foram agrupados em lotes de acordo com
a idade, e recriados em piquetes de grama-estrela (Cynodon nlemfuensis), até a
idade de 12 meses, quando foram transferidos para pastos de braquiaria (Brachiaria
sp).

A avaliacdo da resisténcia ao ectoparasita Boophilus microplus utilizou a
avaliacao absoluta para determinacao do nivel de resisténcia dos animais F2, que foi
realizada através da contagem das fémeas de carrapatos que completaram o seu
ciclo apds a infestacao artificial. Para que a avaliagao da resisténcia fosse precisa,
foram feitas infestagbes artificiais com 10.000 larvas por animal e as contagens
foram feitas no 21° dia apds a infestacéao.

Para a infestacdo, as larvas foram colocadas em dois frascos contendo o
equivalente a 10.000 larvas, que foram inseridos em colar adaptado colocado na
regido cervical do animal, para que as larvas pudessem atingir os dois lados do
corpo.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, com idade de 10 a
14 meses, cerca de 20 a 30 animais por grupo e mantidos a pasto, desde a
infestagdo até a contagem, totalizando 21 dias. As infesta¢cdes ocorreram em duas
épocas do ano, na estagdo chuvosa e na estacdo seca. Como esse processo
encontra-se em execugao, alguns animais possuiam apenas uma observagao no
conjunto de dados utilizado. Foram contadas as fémeas semi-ingurgitadas, somente
de um lado do animal, multiplicando o resultado por dois para a obten¢cdo do numero
total de carrapatos por animal. As contagens geralmente foram feitas no periodo da

manha, antes que a maioria dos carrapatos se desprendesse dos animais.
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A avaliagao da resisténcia aos endoparasitas foi feita criando-se os animais
durante os dois primeiros meses sem contato com nematdides e entre dois e 10
meses de idade, foram mantidos em pastagem de Brachiaria sem controle de
nematdides gastrointestinais. Ao completarem entre 10 e 12 meses, foram formados
grupos de aproximadamente 20 a 25 animais, que foram transferidos para uma
pastagem altamente infectada com nematdides gastrointestinais, visando a
mensuragao de suas imunidades individuais. Durante um periodo de 20 semanas,
os animais foram monitorados em relagdo a contagem de ovos de nematoides por
grama de fezes, por meio da realizagdo do exame de fezes com a utilizagdo da
técnica de flutuacdo pelo acucar. Os animais foram observados diariamente para
deteccdo de possiveis alteragdes clinicas e semanalmente, além da pesagem, foi

colhido sangue para determinagéo do hematacrito.

3.4 — Marcadores moleculares

A escolha dos marcadores foi baseada na sua posicdo no mapa (distancia
entre marcadores em torno de 20 cM), numero de alelos e o minimo de 50% de
heterozigosidade de acordo com o mapa disponivel em fevereiro de 2004 produzido
pelo Meat Animal Research Center (MARC). Os sete marcadores moleculares
escolhidos foram: CSSSMO066 (5,0 cM), ILSTS011 (10,6 cM), BMC1207 (36,2 cM),
BMS740 (44,2 cM), BMS1899 (52,0 cM), BL1036 (78,7 cM) e BMS2055 (84,1 cM).
Na Figura 3 os sete marcadores estdo dispostos ao longo do BTA14 com suas

respectivas posi¢cdes no mapa.
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Figura 3 — Sete marcadores moleculares dispostos ao longo do BTA14.

Os marcadores foram avaliados quanto ao seu numero de alelos, a
heterozigosidade e seu conteudo de informagao de polimorfismo (PIC) utilizando o

software CERVUS v.2.0 (Marshall et al., 1998) na geracgéo F2.

3.5 — Reagoes em cadeia da polimerase

As reagbes constaram de 25 ng de DNA gendmico; de 0,20 mM de dNTPs;
1,5 mM MgCly; 0,2 uM de cada primer e 0,25 unidades de Taq polimerase num
volume total de 12,5 pL. As amplificacbes foram feitas em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf), com as temperaturas de anelamento especificas
para cada primer. Na Tabela 1 estdo dispostos os sete marcadores utilizados no

trabalho, com a respectiva temperatura de anelamento e fluorescéncia de cada

marcador.
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Tabela 1 — Os sete marcadores escolhidos com as respectivas temperaturas de anelamento
e fluorescéncia

Marcador Temperatura de anelamento Fluorescéncia
CSSMO066 60°C HEX
ILSTS011 58°C 6-FAM
BMC1207 58°C HEX
BMS740 58°C HEX
BMS1899 58°C 6-FAM
BL1036 56°C 6-FAM
BMS2055 58°C HEX

3.6 — Analise dos produtos de PCR

As analises dos produtos amplificados foram feitas no sequtenciador ABI
Prism 3100 Avant (Applied Biosystems) com o auxilio dos softwares GeneScan e
Genotyper. O software GeneScan realiza a leitura dos eletroferogamas indicando o
tamanho dos alelos em pares de bases e a sua amplificacdo através da altura dos
picos detectados. O software Genotyper indica quais s&o os alelos presentes nas
amostras através de uma pré-definicdo dos alelos presentes nesta populacéo,

fornecendo uma tabela com o numero do animal e o seu respectivo gendtipo.

3.7 — Mapa de ligagao

O mapa de ligacdo foi construido a partir dos gendtipos da progénie F2,
progenitores F1 e avios Holandeses e Gir (426 animais) usando o software CRIMAP
(Green et al., 1990), que utiliza gendtipos de uma populagdo para os marcadores
escolhidos, determinando as disténcias entre os marcadores com base nas taxas de
recombinacdo, através da funcdo de mapeamento de Kosambi. Desta forma, o
mapa foi construido usando a analise de marcadores multiplos por meio da maxima

verossimilhanga com um LOD score maior que 3,0.
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Com as funcgdes prepare, build, all e fixed foi possivel a constru¢ao do mapa
ordenando os marcadores ao longo do cromossomo. A fungao prepare inicia a
construcdo do mapa de ligagcdo, a funcédo build determina a ligagdo entre os
marcadores e os ordena de acordo com a taxa de recombinacdo, a fungcao all testa
todas as posi¢des possiveis dos marcadores e para cada posi¢ado gera um valor de
log, que quanto menos positivo, melhor indica a ordem dos marcadores. A fungao
fixed foi realizada para a determinagdo do tamanho do cromossomo transformando
as taxas de recombinacdo em distancia entre os marcadores em cM.

A fungdo chrompic foi usada para mostrar a origem dos alelos parentais,
mostrando a fase de ligagdo existente no cromossomo e dando o numero de
recombinagdes para cada intervalo de cromossomo e se os alelos vieram de origem

materna ou paterna.

3.8 — Mapeamento de QTLs

Para a detecgcédo dos QTLs, alguns fatores sdao importantes, como o numero e
localizagdo dos genes que controlam a caracteristica, efeito dos genes e as suas
interagbes e também a sua herdabilidade. Segundo Lander & Botstein (1989),
fatores associados a metodologia também s&o importantes, como o tipo de
populagcdo estudada, tamanho da populagdo, numero e tamanho das familias
estudadas e a densidade de marcadores por cromossomo. Sendo assim, ao
aumentarmos a quantidade de marcadores e o tamanho das familias estudadas,

estaremos aumentando o poder estatistico para a deteccédo dos QTLs.

O software QTL Express (Seaton et al., 2002) em http://qtl.cap.ed.ac.uk foi

utilizado para a deteccdo de um possivel QTL utilizando trés tipos de arquivos: um
arquivo contendo os gendtipos dos animais, um arquivo contendo o mapa do
cromossomo com as distancias entre eles e um arquivo de fenétipos.

Para a detecgao do QTL foi utilizada a opcao de analise de F2 através do
meétodo de regressao linear (Haley et al. 1994), onde a estatistica F é calculada para
testar a hipotese de segregacao do QTL a cada 1 cM entre os marcadores através

de mapeamento por intervalo.
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Para as caracteristicas peso ao nascimento e peso aos 60 dias, o modelo
incluiu os efeitos fixos de sexo e grupo contemporaneo (compostos por dia, més,
ano de nascimento e sexo), ordem de parto como covariavel e efeito aditivo do QTL.

Para a caracteristica contagem de carrapatos foi utilizado o procedimento de
linearizagao das variaveis por transformagao logio + 1 do niumero de carrapatos e o
modelo incluiu os efeitos fixos de ano de contagem e sexo, idade como covariavel e
efeito aditivo do QTL. Para a caracteristica contagem de ovos por grama de fezes,
os valores dos dados fenotipicos foram transformados por log1o + 1 e ajustados para
os efeitos fixos e covariaveis.

Foram adotadas 1.000 e 10.000 permutacdes para obter estimativas estaveis
para os valores de a = 0,05 e a = 0,01 (Churchill & Doerge, 1994), respectivamente,
e o método de bootstrap para a determinagao do intervalo de confianga (IC) para a
presenca de um possivel QTL (Visscher et al., 1996).

O método de bootstrap com reamostragem proposto por Visscher et al. (1996)
para determinar o intervalo de confianga retira amostras (individuos) da populagéao
que contém informacéo sobre gendtipo e fendtipo, gerando uma nova populagao
com amostras com reposicdo, onde a analise estatistica € usada para identificar o
QTL. Apds certo numero de reamostragens feitas e a analise de QTL de novas
populagdes, um intervalo de confianga de 95% ¢€ determinado pela ordenacgéo das
estimativas geradas, retirando-se 2,5% dos valores que representam as
extremidades superior e inferior da distribuicdo. A amplitude do intervalo de
confianga depende do tamanho da populagao e do efeito do QTL, embora a variagao
do espacamento entre os marcadores nao resulte em intervalos de confianca
diferentes (Visscher et al., 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 — Resultados e Discussao

4.1 — Marcadores microssatélites

Os microssatélites escolhidos para a realizagdo da varredura do cromossomo
14 foram: CSSSMO066, ILSTS011, BMC1207, BMS740, BMS1899, BL1036 e
BMS2055 de acordo com a base de dados do Meat Animal Research Center
(MARC). Na Tabela 2 estdo apresentados os marcadores com as suas respectivas

porcentagens de animais genotipados separados por geragao (parentais, F1 e F2).

Tabela 2 — Sete marcadores microssatélites utilizados, com suas respectivas porcentagens
de animais genotipados por geragao

Marcador Parentais F1 F2
CSSM066 32 (100%) 72 (98%) 369 (99%)
ILSTS011 32 (100%) 71 (96%) 361 (97%)
BMC1207 32 (100%) 72 (98%) 337 (91%)
BMS740 32 (100%) 72 (98%) 361 (97%)
BMS1899 32 (100%) 72 (98%) 364 (98%)
BL1036 32 (100%) 72 (98%) 368 (99%)
BMS2055 32 (100%) 72 (98%) 360 (97%)

Através do software CERVUS v.2.0 (Marshall et al., 1998), foram calculados
os valores da heterozigosidade e do PIC para cada marcador conforme a Tabela 3.
O maior e o menor valor da heterozigosidade esperada foram observadas para os
marcadores CSSM066 e BMC1207, com as valores de 0,845 e 0,434,
respectivamente. A media da heterozigosidade na populagéo foi de 0,716, indicando
que a maioria dos marcadores usados neste trabalho sdo polimorficos. Para
qualquer marcador molecular, um /ocus com heterozigosidade maior que 70% pode

ser considerado altamente polimorfico (Ott, 1992).

O conteudo de informacao de polimorfismo (PIC) nos fornece a probabilidade
de um parental ser heterozigoto para um locus marcador e o outro parental possuir
um gendtipo diferente (Botstein et al., 1980). O valor de PIC geralmente é referido

como uma medida da utilidade de um /ocus marcador na analise de ligacdo. A média
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dos valores de PIC na populagao foi 0,674, e o maior (0,824) e menor (0,385)
valores de PIC foram dos marcadores CSSM066 e BMC1207, respectivamente.
Quanto mais heterogénea for a distribuicdo das frequéncias alélicas de um marcador
menores serao os valores de PIC, fato que explica dois dos marcadores utilizados
com igual numero de alelos apresentarem valores de PIC distintos, como foi o caso
dos marcadores BMC1207 e BMS2055 (Tabela 3).

Tabela 3 — Marcadores escolhidos com os numeros de alelos, sua heterozigosidade e
valores de PIC.

Marcador Numero de Heterozigosidade PIC
alelos

CSSMO066 7 0,845 0,824
ILSTSO011 3 0,665 0,590

BMC1207 4 0,434 0,385
BMS740 6 0,826 0,800

BMS1899 6 0,781 0,747
BL1036 8 0,784 0,757

BMS2055 4 0,674 0,617

4.2 — Caracteristicas fenotipicas

Dentre as caracteristicas de resisténcia, foram utilizadas a contagem de
carrapatos (ectoparasitas) e a contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
(endoparasitas). A Tabela 4 ilustra a média geral do numero de carrapatos e a média
separada por sexo e o desvio padrao, enquanto a Tabela 5 ilustra a média estimada
e o desvio padrao para a caracteristica contagem de ovos por grama de fezes. Os
dados contidos nas Tabelas 4 e 5 sdo os dados brutos obtidos através da
observagao no campo, e para que estes dados pudessem ser utilizados na analise e
mapeamento de QTL, eles foram normalizados por Box-Cox para carrapatos e log1o

n+1 para endoparasitas.
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Tabela 4 — Médias e desvio padrao para a caracteristica contagem de carrapatos incluindo
média geral do numero de carrapatos, média do niumero de carrapatos nos

machos e média do nimero de carrapatos nas fémeas.

Média geral do Média do numero de Média do numero de
numero de carrapatos carrapatos dos machos carrapatos das fémeas
32,02 + 41,57 29,88 + 35,48 36,14 + 48,29

Tabela 5 — Média estimada e desvio padrdo para a caracteristica contagem de ovos por
grama de fezes.

Média do numero de ovos por grama de 39,43 £77,89
fezes

4.3 — Mapa de ligagao

O mapa de ligagéo foi construido utilizando o software CRIMAP a partir do
numero de meioses informativas, onde na Tabela 6 estdo representados o numero
de meioses informativas de cada marcador, comparando as meioses obtidas neste

trabalho com as meioses obtidas no mapa utilizado como referéncia (MARC).

Tabela 6 — Comparacao entre o numero de meioses informativas do mapa EMBRAPA e do
mapa MARC para cada marcador

Marcadores Numero de meioses Numero de meioses
informativas (EMBRAPA) informativas (MARC)

CSSMO066 562 241
ILSTSO011 535 265
BMC1207 234 839

BMS740 598 422
BMS1899 561 363

BL1036 536 249
BMS2055 415 422
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Na Tabela 7 estdo dispostos os marcadores com as respectivas taxas de

recombinacado entre eles, sua distancia em relagdo ao marcador anterior e sua

posicdo no mapa de ligagéo.

Tabela 7 — Mapa de ligagdo com as taxas de recombinagdo dos marcadores e sua posi¢cao
relativa no mapa

Marcador Fracao de Distancia em relacdo ao Posig¢dao no mapa
recombinagao marcador anterior (cM) (cM)
CSSMO066 0,16 - 0,0
ILSTS011 0,27 16,9 16,9
BMC1207 0,19 30,8 47,8
BMS740 0,22 20,0 67,7
BMS1899 0,23 23,9 91,6
BL1036 0,25 25,2 116,8
BMS2055 - 27,5 1443

O mapa de ligagdo apresentou a mesma ordenacdo, porém distancias

maiores se comparado ao mapa utilizado como referéncia (MARC) conforme

apresentado na Tabela 8. A opg¢ao chrompic foi realizada para observar as

recombinagdes sofridas por cada animal e a origem dos alelos. Quando havia muitas

recombinagdées, o gendtipo do animal era conferido novamente no software

GeneScan.
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Tabela 8 — Comparacao das distancias no mapa de ligacdo do cromossomo 14 entre o
mapa referéncia MARC e o mapa obtido pela EMBRAPA

Marcador MARC EMBRAPA
CSSMO066 5,0 0,0
ILSTSO011 10,6 16,9
BMC1207 36,2 47,8
BMS740 44,2 67,7
BMS1899 52,0 91,6
BL1036 78,7 116,8
BMS2055 84,1 144,3

As distancias dos marcadores encontradas no mapa EMBRAPA foram
maiores do que no mapa utilizado como referéncia. Diversos fatores afetam as
distancias entre os marcadores, entre eles, o tamanho amostral e a informatividade
dos marcadores utilizados, que determinam a probabilidade de se detectar eventos
de recombinacdo. No caso do mapa EMBRAPA, o numero de meioses informativas
€ superior ao mapa MARC, exceto em dois marcadores, o que pode ter contribuido
para o aumento das distancias entre os marcadores, pois 0 mapa de ligacéo é
construido com base no numero de recombinagdes entre os marcadores e a

posterior transformagao em distancia (em cM) através da fungdo de Kosambi.

4.4 - Mapeamento de QTLs para caracteristicas de crescimento

Para o mapeamento de QTLs relacionados a crescimento foram analisadas
as caracteristicas peso ao nascimento (PN) e peso aos 60 dias (P60). O
mapeamento foi feito com o software QTL Express (Seaton et al., 2002). Para a
caracteristica PN foi encontrado um QTL sugestivo (P<0,05) a 1 cM do marcador
mais centromérico (Figura 4), com estatistica F = 7,62. A média do peso dos animais
foi de 29,59 +/- 0,57 kg e o efeito aditivo do QTL foi de 1,21 +/- 0,43 kg, valor que
corresponde a 4 % da média do peso dos animais. O sinal positivo do efeito de
substituicdo estimado pelo software indica que o alelo que contribui para um maior

peso ao nascimento foi herdado do parental da raga Holandesa. O efeito do sexo do
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animal foi estimado em -1,92 +/- 0,57 kg para as fémeas, resultado previsto devido
ao menor tamanho das fémeas. A analise de bootstrap determinou um intervalo de
confianca de 144, entre 0,0 e 144,0 cM.

Estatistica F
M
==

=l 100 120 140 160

Posicao Relativa (cM)

Figura 4 — Distribuicdo da estatistica F para peso ao nascimento (linha continua) e peso aos
60 dias (linha tracejada), ao longo do cromossomo 14, utilizando o mapa
EMBRAPA. As setas sob o eixo X indicam as posicdes dos marcadores no
cromossomo a partir do centrémero: CSSSMO066, ILSTS011, BMC1207, BMS740,
BMS1899, BL1036 e BMS2055. Para peso ao nascimento, o QTL sugestivo foi
encontrado a 1 cM com uma estatistica F de 7,62. A linha continua superior
indica significancia de 1% (F = 11,33) e a linha continua inferior indica
significancia de 5% (F = 7,20), para peso ao nascimento. Para peso aos 60 dias,
o0 QTL sugestivo foi encontrado a 0 cM, com uma estatistica F de 8,34, onde a
linha tracejada superior indica significancia de 1% (F = 9,61) e a linha tracejada

inferior indica significancia de 5% (F = 6,98), para peso aos 60 dias.

A analise de intervalo da caracteristica peso aos 60 dias revelou a presenca
de um QTL sugestivo (P<0,05) a 0 cM com estatistica F = 8,34 (Figura 4). O
intervalo de confianca para este QTL foi de 137,5 cM, de 0,0 a 137,5 cM em relagao
ao marcador mais centromérico (CSSM066). O efeito de sexo foi estimado em -4,17
+/- 0,99 kg para as fémeas e o efeito aditivo do QTL foi de 2,12 +/- 0,73 kg, valor que
corresponde a 7,2% da média da caracteristica. O sinal positivo do efeito de
substituicdo indica que o alelo que contribui para um maior peso aos 60 dias
também foi herdado do parental da raga Holandesa.

Apesar dos dois QTLs para caracteristicas de crescimento terem sido apenas

sugestivos ao nivel do cromossomo, resultados semelhantes foram obtidos para as
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duas caracteristicas, o que era esperado por se ftratar de caracteristicas
correlacionadas. O nivel de significancia destes QTLs pode ser melhorado ao
acrescentarmos mais marcadores na regido, saturando-a de modo que possamos
aumentar o poder estatistico para o mapeamento do QTL. O aumento do numero de
animais por familia também contribuiria para confirmar a presenca deste QTL, uma
vez que quanto mais animais dispusermos dentro de cada familia, melhor estaréo
representadas as combinagdes genotipicas dentro de cada familia.

Alguns trabalhos relacionados com caracteristicas de crescimento também
relatam a presenga de QTL na parte centromérica do cromossomo 14, como o de
Morris et al. (2002) que encontraram um QTL entre 10 e 30 cM influenciando
caracteristicas de crescimento como peso dos 250 aos 600 dias, ganho de peso dos
250 aos 400 dias, ganho de peso dos 400 aos 600 dias e peso de carcaga quente.
Trés caracteristicas de crescimento foram utilizadas por Kneeland et al. (2004), que
as associaram a hapldtipos em animais Bos taurus, que envolveram trés dos
marcadores usados neste trabalho (CSSM066, BMC1207 e BMS1899). As regides
associadas a peso ao nascimento foram entre 26,0 a 67,7 cM, para ganho médio
diario pré-desmama foram associadas as regides entre 26,7 a 50,8 cM e entre a
regides 17,0 a 46,2 cM, os haplétipos foram associados a ganho médio diario pos-
desmama sob regime de pastagem.

Também trabalhando com caracteristicas de crescimento, Mizoshita et al.
(2004) encontraram cinco QTLs, como ganho médio diario dos 9 aos 30 meses
durante a engorda, peso corporal no abate e peso de carcaga foram encontrados na
regiao de 45-51 cM, enquanto peso corporal aos 9 meses antes da engorda e ganho
médio diario antes da engorda se localizaram na regido de 29-42 cM. Utilizando um
mapa fisico de alta densidade incluindo 80 microssatélites, uma regiao de 1,1 Mb no
cromossomo 14 foi identificada como responsavel pelo QTL de peso de carcaca
anteriormente relatado, chegando a conclusdo de que nessa regido de 45-51 cM
existe um gene responsavel por essa caracteristica (Mizoshita et al., 2005).

A correlacado existente entre PN e P60 é alta, o que reforgca a hipotese de
existirem nessa regiao centromérica do BTA14, genes que atuam sobre o
crescimento perinatal dos bovinos. Buchanan et al. (2005) identificaram um
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no gene do hormoénio liberador de
corticotrofina (CRH) presente no BTA14, que foi associado com peso de carcacga

quente. Este hormdnio causa indiretamente a liberagao de glicocorticéides (Dunn &
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Berridge 1990), que sao responsaveis por inibir o crescimento e € comumente
referido como horménio do estresse. Através de estudos que combinaram dados de
Zoo-FISH (Solinas-Toldo et al. 1995), etiquetas ancora de sequéncias comparativas
(CATS) (Lyons et al. 1996) e mapeamento de ligacdo usando RFLPs de
tireoglobulina (Barendse et al. 1994), conclui-se que a extremidade centromérica do
BTA14 corresponde a extremidade telomérica do cromossomo 8 de humanos. O
refinamento da posicdo do QTL identificado, por mapeamento de desequilibrio de
ligacdo, permitiria uma identificacdo mais precisa de segmentos ortélogos do
cromossomo humano, provendo uma lista de genes candidatos posicionais e
etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) (Coppieters et al. 1998). Com a
publicagdo da verséo preliminar da sequéncia do genoma bovino coordenada pelo
Servigo de Pesquisa Agricola do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA-ARS), as possibilidades de obter éxito na busca por genes candidatos
aumentaram, permitindo inferir fungbes nas sequéncias que possuem homologia
com organismos ja sequenciados.

Ao considerarmos as caracteristicas PN como caracteristica reprodutiva e
nao como caracteristica de crescimento, estamos levando em conta o fato de que
um grande peso ao nascimento pode dificultar o parto e um crescimento precoce a
partir do nascimento seria de grande interesse aos produtores. Ashwell et al. (2004)
ao estudarem 10 grandes familias de animais da raga Holandesa, encontraram um
provavel QTL para taxa de prenhez no BTA14 a 11 cM do centrdmero, no intervalo
entre os marcadores ILSTS011 e CSSM066, os mesmos marcadores utilizados
neste trabalho. Ainda no trabalho de Ashwell et al. (2004), eles discutem que o QTL
encontrado pode ser influenciado pelo gene DGAT1, que também foi mapeado na
regido centromérica e catalisa o ultimo passo na sintese de ftriglicérides, onde
mutacdes no gene DGATT podem ter efeitos pleiotropicos no nivel de prenhez.
Schnabel et al. (2005) no estudo de duas familias da raga Holandesa, encontraram
um QTL para taxa de prenhez das filhas a 60 cM do centrébmero, entre os
marcadores BMC1207 e BMS1899, também utilizados neste trabalho. Os efeitos de
substituicido dos alelos para os trabalhos de Ashwell et al. (2004) e Schnabel et al.
(2005) foram semelhantes, possivelmente indicando que se trata de um unico QTL
localizado entre os dois estudos, uma vez que os mapas utilizados nos dois

trabalhos diferem no seu espagamento.
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Segundo De Vries et al. (2000), uma mudanga na relagéo proteina:gordura e
porcentagem de gordura no leite durante as primeiras lactagdes podem ter efeitos
negativos sobre a fertilidade das vacas, mais especificamente na atividade lutea que
se inicia apos o parto. Ainda no que se refere a reproducédo, Gonda et al. (2004)
identificaram um possivel QTL no BTA14 para taxa de ovulagdo a 59 cM do
centrébmero, e devido a sua proximidade de 8 cM com o QTL encontrado por
Schnabel et al. (2005), possivelmente ambos os QTLs estejam representando o

mesmo gene.

4.5 - Mapeamento para caracteristica de resisténcia a ectoparasitas e

endoparasitas

A primeira caracteristica analisada foi a contagem de carrapatos. Através da
analise do software QTL Express, um QTL significativo (P < 0,01) foi encontrado a
22 cM do centrébmero no BTA14 (F = 11,46) para contagem de carrapatos
transformada (Figura 5). Os valores de significancia de 1% e 5 % foram 10,76 e
7,60, respectivamente. O efeito aditivo do QTL foi de 4,08 +/- 1,20 carrapatos (valor
transformado pelo método de Box-Cox), valor que corresponde a 19,2% da média da
contagem de carrapatos transformada (21,27 +/- 3,40). O sinal positivo do efeito de
substituicdo indica que o alelo que contribui para um maior numero de carrapatos foi
herdado do parental da raga Holandesa. O intervalo de confianga foi de 89,0 cM, de

3,0 cM a 92,0 cM, em relagdo ao marcador mais centromérico (CSSMO066).
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Figura 5: Distribuicdo da estatistica F para contagem de carrapatos transformada por Box-
Cox no BTA14. As setas sob o eixo X indicam as posicbes dos marcadores no
cromossomo a partir do centrdbmero: CSSSM066, ILSTS011, BMC1207, BMS740,
BMS1899, BL1036 e BMS2055. As linhas horizontais superior e inferior
representam os niveis de significancia a 1% (F = 10,76) e a 5% (7,60). O QTL foi
localizado a 22 cM do centrémero (F = 11,46).

Trabalhos de mapeamento de QTL para caracteristicas de resisténcia a
carrapatos em bovinos ainda ndo sdo conhecidos, porém, os avangos na biologia
molecular tém permitido a localizagado de genes responsaveis por caracteristicas de
interesse econdmico, bem como o entendimento de suas agdes e interacbes que
contribuem para a variagdo das caracteristicas quantitativas, ou seja, caracteristicas
que sao influenciadas por varios genes. Com a disponibilidade dos dados do
genoma bovino, sera possivel a procura e localizagdo de genes atuando na
resisténcia aos carrapatos e possivelmente a descricdo dos mecanismos de acao
destes genes.

Broad et al. (1995) em seus estudos, relacionaram o cromossomo 9 de ovinos
com o cromossomo 14 de bovinos, indicando que o gene IL7 esta presente no
BTA14, a 61 cM do centrémero. A presenga do gene da IL7 pode indicar uma agao
indireta na resisténcia a carrapatos, ou ainda, existe a possibilidade da presenca de
outro gene ou outros genes que estejam controlando esta caracteristica, permitindo
entdo que futuros estudos investiguem mais precisamente esta regidao no BTA14.

A resisténcia a carrapatos € uma das caracteristicas que vem sendo utilizada
ha 50 anos no indice de selegdo empregado nos programas de melhoramento da
Estacdo de Pesquisa Belmont na Australia (Frisch et al. 2000) e a exploragao de

genes de grande efeito em relacdo a resisténcia a carrapatos € uma das formas de
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prevenir as perdas de produtividade (Martinez et al., 2004). H4 um componente
genético para a variagcdo da resisténcia ao carrapato e as estimativas de
herdabilidade variam de muito baixa a alta, de acordo com o método de avaliagao,
populacao estudada e método estatistico (Fraga, 2003).

Frisch (1994) supds, através de métodos estatisticos, a presenca de um gene
com um grande efeito sobre o niumero de carrapatos por animal em um cruzamento
Hereford x Shorthorn (HS), onde cada cépia do gene reduzia a contagem de
carrapatos em até 75%. Frisch (2000) relata que a raga Brahman é naturalmente
mais resistente a parasitas, porém menos produtiva do que as racas européias, €
que seus cruzamentos com ragas tropicais produzem animais mais produtivos e
menos resistentes, mas com o aumento do parasitismo, essa produtividade diminui.
Essa desvantagem pode ser contornada entdo a longo prazo, com a utilizagcéo de
racas européias resistentes nos cruzamentos, podendo aumentar a resisténcia a
altos niveis através da sele¢cdo, uma vez que a resisténcia a carrapatos possui uma
herdabilidade moderada. O aumento dessa resisténcia seria possivel através da
introgressao de genes de grande efeito em ragas européias e, em combinagdo com
as vacinas contra os carrapatos, seria possivel a eliminagdo do uso de
carrapaticidas (Frisch, 1999).

Entretanto Henshall (2004) analisando a mesma populagao HS estudada por
Frisch (1994), encontrou diferengas entre a sua conclusdo e as analises feitas
anteriormente, considerando que mais dados estavam disponiveis para as suas
analises e que os dados foram ajustados para os efeitos fixos e efeitos poligénicos.
A segregacdo de um gene principal ndo foi evidente quando efeitos poligénicos
foram incluidos no modelo, sugerindo que a variagdo encontrada por Frisch (1994)
pode ter sido genética, mas nédo necessariamente devida a um unico gene. Em
estudos prévios, Acosta-Rodriguez et al. (2005) encontraram alelos da classe Il do
complexo de imunocompatibilidade principal (MHC) BoLA que determinam a
susceptibilidade a infestagao de carrapatos em duas diferentes racas no México.

A resisténcia aos carrapatos € uma caracteristica complexa e dependente de
varios fatores. Um fator que influencia na resisténcia aos parasitas € a cor da pele
dos animais, pois animais mais claros sdo mais resistentes do que animais mais
escuros. Provavelmente a susceptibilidade dos animais escuros se deve a queda da
resisténcia devido ao estresse térmico (Fraga et al., 2003). O estado fisioldgico

também pode causar susceptibilidade aos parasitas, pois as vacas prenhas sao
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menos resistentes do que as n&o prenhas, devido ao estresse da gravidez e as
mudang¢as hormonais também podem causar a queda da resisténcia a parasitas
(Utech et al., 1978). Animais com pélos curtos, lisos e assentados s&o mais
adaptados a resisténcia do que animais com pélos longos, finos e lanosos. A maior
espessura do pélo contribui para a permanéncia e sobrevivéncia de parasitas no
hospedeiro e torna mais dificil a limpeza feita pelo animal e também apresenta
maiores taxas de estresse térmico (Bonsma & Pretorius, 1943).

A segunda caracteristica analisada foi a contagem de ovos por grama (OPG)
nas fezes. Através da analise do software QTL Express, nenhum QTL foi associado,
no BTA14, para resisténcia a endoparasitas gastrointestinais (Figura 6). Nessa
analise, os valores criticos de significancia para 1% e 5 % foram de 10,60 e 7,81,
respectivamente e nenhuma indicacdo de QTL para essa caracteristica foi

observada no BTA14 na populacao F2 estudada.

1%

g 5%

Estatistica F
[np}
1

4 4
2 T //\
I:I F ‘ T T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T ‘ T

a 20 40 1] 80 100 120 140 160

Posicao Relativa (cM)

Figura 6: Distribuicdo da estatistica F para contagem de ovos por grama de fezes no
BTA14. As setas sob o eixo X indicam as posigdes dos marcadores no
cromossomo a partir do centrémero: CSSSM066, ILSTS011, BMC1207, BMS740,
BMS1899, BL1036 e BMS2055. As linhas horizontais superior e inferior
representam os niveis de significancia a 1% (F = 10,60) e a 5% (7,81).

Trabalhos relatando a presenca de QTLs para resisténcia a endoparasitas no
BTA14 ainda nao sao conhecidos, sugerindo que mais estudos se desenvolvam
para a obtencao de resultados bem sucedidos. Estudos de QTLs tém sido realizados
para resisténcia a endoparasitas em bovinos nos EUA, onde Sonstegard et al.
(2002) encontraram provaveis QTLs para resisténcia a nematdides em uma

populagdo da ragca Angus, nos cromossomos bovinos 1, 3, 5, 6, 8, 11, 12, 13, 14, 15,
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19 e 26. Benavides et al. (2005) encontraram uma regidao no BTAG, através do uso
de marcadores microssatélites, que confirmam que esta regido contém um
desequilibrio de ligagdo em diferentes populagdes, sugerindo que esta regido
cromossOmica é importante para a resisténcia a nematéides.

A maioria dos QTLs descritos na literatura para resisténcia a endoparasitas
sdo em ovelhas. Davies et al. (2006) mostraram que a resisténcia aos endoparasitas
esta sob forte controle genético e os QTLs encontrados nos cromossomos 2, 3, 14 e
20 podem ser usados em uma selecado assistida por marcadores para aumentar a
resisténcia dos hospedeiros aos endoparasitas. Good et al. (2006) encontraram
diferengas entre as racas de ovelhas Texel e Suffolk, encontrando maior quantidade
de ovos nas fezes na raga Suffolk e também uma maior quantidade de ovos nas
fezes das ovelhas mais jovens quando comparadas as ovelhas mais velhas.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que é possivel mapear
regides do genoma que afetam a variagao de caracteristicas de crescimento e de
resisténcia a parasitas em bovinos. A investigagdo mais detalhada das regides
descritas devera resultar na identificagdo dos genes responsaveis pela variagao
fenotipica, ou ao menos na redugao do intervalo de confianga dos QTLs mapeados.
Uma vez reduzido o intervalo de confiangca, a confirmagdo da associagao entre
essas regides e as caracteristicas de interesse devera ser realizada em populagbes
de melhoramento.

Uma maneira de melhorar os niveis de significaAncia dos QTLs para as
caracteristicas de crescimento seria o uso de mais marcadores saturando a regiao
do QTL e mais animais a serem genotipados e analisados fenotipicamente.

Quanto a resisténcia ao carrapato, sera importante investigar se existe
segregacao também dentro de ragas taurinas ou se essa variagao somente se aplica
a Bos indicus.

O potencial de contribuicdo dessa informagao ao melhoramento de bovinos é
muito grande, considerando-se a magnitude do efeito atribuido ao QTL, a
importancia dessa caracteristica para a producao e a dificuldade de se identificar os

animais mais resistentes por métodos convencionais.
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5 — Conclusao

A partir do delineamento experimental F2 desenvolvido pela EMBRAPA Gado
de Leite, QTLs para caracteristicas de crescimento (peso ao nascimento e peso aos
60 dias) e de resisténcia a carrapatos foram mapeados no BTA14, indicando que é
possivel mapear loci que estejam controlando a variagdo nas caracteristicas

quantitativas analisadas através da utilizacdo de marcadores microssatélites.
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