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Caracterizacdo Molecular de Animais da raca Nelore utilizando Microssatélites e
Genes Candidatos

Daniella Debenedetti Tambasco?l, Mauricio Mello de Alencar?, Luiz Lehnmann Coutinho3, Antonio
Junqueira Tambasco?, Marina Debenedetti Tambascol, Luciana Correia de Almeida Regitano2

RESUM O - Nopresentetrabal ho, 180 fémeasdaracaNelore, provenientesde oito rebanhos, foram analisadas quanto aos marcadores
microssatélites TEXAN15, BM 1224 e CSFM50 e aos polimorfismos de comprimento de fragmentos de restri¢éo (RFLP) nos locosk-
caseina, b-lactoglobulina e hormdnio de crescimento (GH). Com excegédo de GH, todos os marcadores foram polimorficos na amostra
estudada. Os valores de heterozigosidade, diversidade génica, contetido de informacéo polimarfica (PIC) e probabilidade de exclusdo de
paternidade (PE) foram estimados. Os maiores valores de PIC (0,685) e PE (0,521) foram obtidos para o marcador BM1224.

Palavras-chave: bovino, DNA, marcador, microssatélite, Nelore, RFLP

Molecular Characterization of a Nellore Beef Cattle Sample Using Microsatellites
and Candidate Genes

ABSTRACT - In the present work, 180 Nellore females from eight herds were analyzed for TEXAN15, BM 1224 and CSFM 50
microsatel litesand for the restriction fragments polymorphism (RFLP) at thelocosk-casein, b-lactoglobulin and growth hormone (GH).
Excepted for GH, all markers were polymorphic in the studied sample. The values of heterozigozity, gene diversity, polymorphic
information content (PIC) and paternity exclusion probability (PE) were estimated. The highest PIC (0.685) and PE (0.521) valueswere
obtained for microsatellite BM1224.
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Introducéo

Devido a sua importancia econémica e cultural,
estudos dasrel agdes genéti cas entre rebanhos bovinos
tém sido, historicamente, uma érea ativa da sistemé&
ticabiologica. A caracterizagdo de determinadaraca
pode ser feita por suas propriedades fenotipicas,
morfol 6gicas efisioldgicas, origem, habitat, distribuico
geogréafica, producdo e parametros genéticos
(MOHAMMED, 1997; VALE FILHO et a., 1997,
Del LAMA et al., 1996; e HERNANDEZ et al.,
1997). A caracterizagdo genética de populacoes,
racas e espécies diferentes permite o estudo da
variabilidade genética. O conhecimento da variabili-
dade, por suavez, é fundamental para os programas
de conservagdo genética de rebanhos em situacdo de
risco (MACHUGH et al., 1994). Nesse contexto,
marcadores moleculares tém sido amplamente utili-
zados, com a possibilidade de monitorar regides do
genoma, transcritas ou ndo, entre os quais podem-se

destacar os polimorfismos de fragmentos de restricéo
(RFLP) e os marcadores do tipo microssatélite, alta-
mente polimorficos, ambos obtidos pela técnica de
PCR. Taismarcadorestém sido utilizadosem estudos
de caracterizagdo de popul agbes bovinasbrasileiras.
ROSA et al. (1997) caracterizaram animais da raca
Nelore quanto aos marcadores RFLP de CSN3
(k-caseina), LGB (b-lactoglobulinag) e horménio de
crescimento (GH) e quanto aos microssatélites | GF-
I, INRAOO6, CSFM50 e BM1224. Del LAMA e
ZAGO (1996) e KEMENES (1996) investigaram a
frequénciados al el os dek-caseina eb-lactoglobulina
em populacdes Neloree Gir, e TAMBASCO (1998),
em animais da raga Jersey.

A comparagdo de alelos de microssatélite
entre racas bovinas tem sido utilizada na investi-
gacao de sua domesticacao e migragéo e, conse-
guentemente, de sua histériaevolutiva (LOFTUS
et al., 1994, MACHUGH et al., 1997). Além
disso, a caracterizagéo genética pode ser utilizada
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em estudos de relacdes entre espécies e géneros
correlatos (KEMP et al., 1995).

Vérios programas de melhoramento utilizam
informacdes de progénies, e seu sucesso depende,
entre outros, daprecisao nadeterminagéo dasrel acbes
de parentesco, limitada a animais pertencentes a
popul agdes caracterizadas para os marcadores gené-
ticos que se pretende utilizar (DODDS et al., 1996).

O delineamento de esquemas de cruzamentosque
resultem em progénies de fendtipos mais desgjaveis
tem preocupado 0s geneticistas desde o inicio do
século. Maior entendimento do padr&o de variabilidade
genética entre rebanhos podera ser Util no desenvol-
vimento de programas de cruzamentos maisracionais
(LOFTUS et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma
amostra de animais da raga Nelore quanto aos
marcadores microssatélite TEXAN15, BM1224 e
CSFM50 e os polimorfismos de tamanho de fragmen-
tos de restricdo CSN3, LGB e GH.

M aterial e M étodos

Foram analisadas 180 fémeas da raca Nelore
guanto aos marcadores microssatélite TEXAN15,
BM 1224 e CSFM50 e os polimorfismos de restri¢céo
do Hormdnio de Crescimento (GH -Alul), CSN3 (K-
caseina - Hinfl) e LGB (b-lactoglobulina - Haelll),
amplificados pelatécnicade PCR. O DNA gendmico
foi obtido a partir de células brancas de sangue
periférico, pelo método de OLERUP e
ZETTERQUIST (1992), adaptado por Regitano
(dados néo publicados).

Condicdes da reacao de PCR

Asreacdesde amplificacdo foram conduzidasem
aparel ho termociclador Perkin-Elmer, model o PE2400.
Cadareacdo foi constituida de aproximadamente 200
ng de DNA gendmico, em solugdo de PCR (20 nM
Tris-HCI, pH8,4; 50 mM KCl), acrescida de 1,5 mM
MgCl,, 200 nM de cadadNTP, 0,4nM de cadaprimer
e 0,5 unidades de Tag DNA polimerase, em um
volume fina de 25m. Os marcadores utilizados estéo
descritos na Tabela 1. As seqiiéncias microssatélite
foram amplificadas segundo ciclos descritos por
BISHOP et al. (1994).

Os fragmentos de restri¢éo foram separados em
géisde agarose de baixo ponto de fusdo 3%, contendo
brometo de etidio a 0,67 ng/ml. A eletroforese foi
realizada em tamp&o Tris-borato-EDTA a5 V/cm.

Os marcadores microssatélite TEXAN15 e

Tabela 1 - Descri¢do dos marcadores de DNA
Table 1 - Descriptions of the DNA markers

Marcador Tipo Cromossomo Referéncia
Marker Type Chromosome Reference
csn3t RFLP*  6026-33  MEDRANO e
CORDOVA, 1990
LGB2 RFLP 11928 RON et a., 1994
GH3 RFLP 19ql17-qter SCHLEE et al., 1994
BM1224 MS 4 BISHOP et a., 1994
TEXAN15 MS 5 BURNS et d., 1995
CSFM50 MS 2 MOORE et dl., 1994

1 K-caseina, 2B-lactoglobulina, 3Horménio de crescimento,
4polimorfismo de tamanho de fragmento de restricéo,
SMicrossatélite.

1 K-casein, 2B-Iactoglobulin, 3Growth hormone, 4Restriction fragment length
polymorphism, 5Microsatellite.

BM 1224 foram analisados em sequenciador automé
tico A.L.F. (Pharmacia Biotech), capaz de detectar
nucleotideos ou fragmentos de DNA marcados com
fluorescéncia. Os oligonucl eotideos complementares
a fita anti-sense, denominado primer forward,
foram marcados com fluoresceinanaextremidade5'.
Os fragmentos amplificados do marcador
microssatélite CSFM50 foram separados em géis de
poliacrilamida 6,0% e analisados pelo método de
coloragéo com prata (COMINCINI et al., 1995).
Métodos estatisticos

Asfreqliéncias alélicas e genotipicas em cada
loco foram estimadas pela contagem aélica e dos
diferentesgendti pos, respectivamente, deacordo com
WEIR (1996), para a populacéo Nelore. A probabili-
dade de equilibrio associadaasfrequiénciasgenotipicas
observadasfoi obtidapel o teste exato de probabilida-
de, dada a ocorréncia de alelos com freqluéncias
muito baixas ou iguais a zero (GUO e THOMPSON,
1992). Foram cal culadasasmedidasheterozigosidade
(H) e diversidade génica (D), como medidas de
variabilidade populacional (WEIR, 1996), bem como
o contetdo de polimorfismo informativo (PIC)
(BOTSTEIN et al., 1980) e a probabilidade de exclu-
sd0 (PE), de acordo com DODDS et al. (1996).

Resultados e Discussao

AsfrequénciasaélicaseosvaoresdeH, D, PIC
e PE estdo sumarizados nas Tabelas 2 e 3, respectiva-
mente. Sendo o valor H uma medida de variabilidade
gue traduz a heterozigosi dade observada, e o valor de
D, uma medida de variabilidade que traduz a
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heterozigosidade esperada, maior discrepancia destes
parametros para determinado loco reflete o
desequilibrio genotipico daamostra. O valor de PIC foi
calculado com o objetivo de avaliar cadaloco quanto
a0 seu grau deimportanciaem estudos de segregacéo.
O parametro PE para um marcador reflete sua proba-
bilidade de excluir a paternidade de um macho qual-
quer da populagdo em relagdo a um par mée-filho
escolhido ao acaso (DODDS et al., 1996).

O loco GH apresentou-se monomorfico, sendo
todos os animaishomozigotosLL. A fixagdo do ado L
em ragas zebuinas foi verificada em outros rebanhos
do Brasil (ROSA et a., 1996; KEMENES et al.,
1999). MITRA et al. (1995) observaramoaleloV em
animais Sahival naindia, com frequénciade 0,04. A
baixa frequénciadesse alelo em zebuinos pode expli-
car o monorfismo observado na populacdo Nelore
estudada. A frequéncia do alelo V apresenta maior
variag&o entre popul agdes taurinas. DeNise (19961)
observouoaeoV comfregiénciasde0,47; 0,35; 0,27;
0,26; 0,24; e 0,09 em animais das ragas Gelbvieh,
Hereford, Smmental, Angus, Limousin e Holstein,
respectivamente. SCHLEE et al. (1994) obtiveram
resultados similares em animais Simmenta (0,29).
REGITANO et a. (1999) verificaram frequéncia de
0,26 do deloV em animaisdaraga Charolesa. Em 214
animais da raca Friesian, GROCHOWSKA et al.
(1999) verificaram freqiénciade 0,31 do mesmo a elo.

Os locos k-caseina, TEXAN15 e CSFM50
encontraram-se em equilibrio de Hardy Weinberg
(P = 1,0000 e 0,0058 e 0,0388, respectivamente),
como mostram também os valores estimados de H e
D paraesses|ocos (Tabela3). Asfrequéncias obser-
vadas dos alelos de k-caseina e b-lactoglobulina
foram semel hantes as encontradas por Del LAMA e
ZAGO (1996), KEMENES (1996) e ROSA (1997)
em animais da raca Nelore. O alelo mais frequente
para o loco BM1224 foi o 4, correspondente ao
fragmento de 177 pares de bases, seguido dos alelos
2, 8,1e6, nestaordem. Os aelos-3, -1, 3, 7e 11
foram observados com baixa fregiiéncia. Em con-
traste, ROSA (1997) e MERZEL et al. (1998) verifi-
caram o predominio do alelo 2 nos animais Nelore
estudados, semel hancaestadevida, provavelmente, a
origem comum de seus rebanhos. Para o loco
microssatélite TEXAN15, o alelo mais frequente foi
0 8, correspondente ao fragmento de 203 pares de

1DeNise, S. University of Arizona. Comunicacéo pessoal, 1996.

2Taylor, J.F. Texas A & M University. Comunicacéo pessoal, 1998.

bases, como verificado por MERZEL et al. (1998),
seguido dos alelos6 e-1. Osae€os 7, 3,2,5,1e-2
foram observados em baixa frequéncia. Esse
marcador encontra-se, segundo Taylor (19982), a
7,7 Centimorgans do microssatélite IGF-1. Este
marcador, por suavez, foi associado as caracteristi-

cas de pesos ao nascimento, a desmama e a um ano
deidade em animais daragcaHereford (MOODY et
al., 1996). Para o microssatélite CSFM50, foram ob-

servados os alelos 3, 4, 6, 7 e 8, correspondentes aos
fragmentosde 178, 176, 172, 170 e 168 pares de bases.
O maisfrequente foi 0 6, seguido dosa€los 8, 4, 7 e 3.

ROSA et al. (1996) verificaram, em Nelore, a maior

frequénciadoaelo 8, seguidodosalelos4, 6,7 e 3. Esse
microssatélite esta localizado em uma regido do
cromossomo 2, que foi associada a caracteristicas de
peso dadesmamaatéamaturidadeembovinos(DAVIS
e TAYLOR, 1995). MERZEL et a. (1998) n&o obser-
varamdiferencasignificativadasfreqiénciasdosalelos
de CSFM50 em animais controle e selecionados para
ganho de peso. Os autores verificaram, nos animais
controle, a maior frequéncia do a€lo 6, seguido dos

Tabela 2 - Freqléncias alélicas estimadas e erro-padréo
(EP) das estimativas
Table 2 -  Allelic frequencies estimated and standard error (SE)

Loco Alelosl FrequénciatEP
Locus Allele! FrequencetSE
CSN3 A 0,944 + 0,012
B 0,066 + 0,012
LGB A 0,239 = 0,022
B 0,761 + 0,022
CGH L 1,000
BM1224 4 (177) 0,375 + 0,025
2 (181) 0,322 + 0,025
8 (169) 0,133+ 0,018
1(183) 0,089 + 0,015
6 (173) 0,047 + 0,011
outros 0,034
TEXANI15 8 (203) 0,606 + 0,026
6 (207) 0,164 + 0,019
-1(219) 0,122 + 0,017
outros 0,108
CSFM50 6 (172) 0,379 + 0,026
8 (168) 0,342 + 0,025
4 (176) 0,189 + 0,021

outros 0,09

10 tamanho de cada alelo de microssatélite, em pares de bases, é

indicado entre paréntesis.

1 The microsatellite allele length, in base pairs, is indicated between parenthesis.
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aeos4, 8e7, enosanimaissa ecionadosapredominan-
ciado addo 8, seguido dos delos 6, 4 e 7.

Foi observada auséncia de equilibrio genotipico
nos locos b-lactoglobulina (P<0,001) e BM1224
(P<0,001), caracterizada, em ambos 0s casos, por
excesso de homozigotos. Algumasdas condi¢besque
podem conduzir ao excesso de homozigotos séo a
endogamia, selecdo ou ainda a presenca de alelos
nulos. No entanto, a endogamia deveria afetar todos
os locos. A associagdo do polimorfismo do loco da
b-lactoglobulina com caracteristicas de producéo
ndo é ainda clara (OJALA et al., 1997), ndo sendo
possivel afirmar que a variagdo encontrada seja
resultante de selecéo. Entretanto, ndo existem rela-
tosde alelos nulos paraesse marcador. O excesso de
homozigotos observado para o loco microssatélite
BM 1224 pode estar rel acionado apresencade al el os
nulos, ou sgja, a ndo amplificagdo de determinado
alelo, quelevaaum falso gendtipo homozigoto. Essa
hipotese € ainda reforgada por dados de segregacéo
dos alelos nessa populagéo (Regitano, dados ndo
publicados). Além de analises de segregacdo, a
técnica de PCR quantitativa poderia auxiliar na
investigacdo sobre alelos nulos. GLOWATZKI-
MULLIS et a. (1995) destacaram a problemética
dos alelos nulos em estudos de paternidade. Em
casos de exclusdo baseados em apenas um
microssatélite, deve ser dada especial atencéo se a
prole e os parentais sdo homozigotos, a fim de evitar
um falso diagndstico.

Os valores de H, D e PIC para o loco
b-lactoglobulina foram 0,244; 0,365; e 0,298 e para o
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loco k-caseina, 0,111, 0,105; e 0,101, respectivamen-
te, menores que os observados por ROSA (1997).
Para o loco GH, esses parametros tiveram valores
iguais a zero, devido ao monomorfismo observado.
Os valores de PIC encontrados para 0s cinco
marcadores polimorficos estdo de acordo com o
esperado. Marcadores dialélicos possuem menor
contetido de polimorfismo informativo que marcadores
multialélicos. Dentre esses Ultimos, 0 que apresentou
maior PIC foi o BM1224, apesar do excesso de
homozigotos encontrado neste loco. Este resultado
mostra que o parametro ndo deve ser considerado
isoladamente, poisapresencadeaelosnulosreduziria
sua utilidade em andlises de ligacéo.

Os marcadores microssatélite apresentaram mai-
or PE, como esperado para marcadores altamente
polimérficos, tendo sido 0,521; 0,389; e 0,466 para 0s
locos BM1224, TEXAN15 e CSFM50, respectiva-
mente. Em contraste, paraosmarcadoresRFL P CSN3
e LGB, foram observados os valores 0,051 e 0,165. O
loco GH obteve valor zero, devido ao monomorfismo
observado na presente populacdo (Tabela 3). Apesar
de terem sido observados valores satisfatérios de PE
em trés dos seismarcadores analisados, aprobabilidade
de exclusdo combinada (PEC) foi 0,876, abaixo do
valor ideal (0,99). ROSA et d. (1997) verificaram
valores de PE mai ores que os encontrados no presente
trabalho, paraoslocosCSN3, LGB, CSFM50eBM 1224
(0,0731; 0,1759; 0,5077; e 0,4406).

Apesar dasdiferencasentreastécnicasdecoloragdo
com pratae sequenciador automatico utilizadas, anbas
mostraram-se eficientes naidentificacdo dos genotipos

Tabela3- Numero de alelos, estimativas de diversidade génica (D),
heterozigosidade (H), contetdo de polimorfismo informativo (PIC) e

probabilidade de excluséo (PE)

Table 3 - Allelenumber, geneticdiversity (D), heterozigozity (H), polymorphism informative
content (PIC) and exclusion probability (PE)

Marcadores Numero de ae€los D H PIC PE
Markers Number of alleles

CSN3 2 0,105 0,111 0,101 0,051
LGB 2 0,365 0,244 0,298 0,165
&H 1 0,000 0,000 - -
BM1224 10 0,729 0,311 0,685 0,521
TEXAN15 9 0,589 0,577 0,554 0,389
CSFM50 5 0,661 0,669 0,641 0,466
Média (EP} 4,83 0,413 0,318 - 0,8762
Mean (SE) ! (1,58) (0,126)  (0,106)

1 Erro-padrao da média.

2 probabilidade de exclusdo combinada (RON et al., 1996).

1 Standard error of mean.

2 Combined exclusion probability (RON et al., 1996).
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demicrossatélite. O método deandi seem sequenciador
automatico caracterizou-se principalmente pela
eficiéncia e rapidez naidentificagdo de gendtipos. No
entanto, a mesma sensibilidade foi alcancada com a
utilizac&o da coloragéo com prata, com menor custo,
embora com maior tempo despendido.

Conclusbes

As freguéncias aélicas para os marcadores
BM 1224 e CSFM50 diferem das descritas para ou-
tras amostras da raga Nelore, confirmando a neces-
sidade de caracterizacdo de diferentes rebanhos de
uma raga na determinacdo de frequiéncias alélicas.

Os valores de PIC e PE demonstram a superio-
ridade dos marcadores microssatélites para o
mapeamento genético e andlise de parentesco. Para
aplicagdo em investigagdes de parentesco, maior
numero de marcadores seria necessario paraatingir
os valores ideais desses parametros. Além disso,
para essas aplicacles, tais marcadores devem ser
investigados quanto a ocorréncia de alelos nulos.
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