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RESUMO

Em paises de clima tropical, 0os prejuizos causados pelo carrapato Riphichephalus
(Boophilus) microplus causam grande impacto nos sistemas de producéo bovino. A
identificag8o de regides gendmicas e marcadores de DNA associados a resisténcia
ao parasita poderdo ser utilizados como estratégia para selecdo de animais mais
resistentes. Ja foram descritos sete QTL relacionados a resisténcia ao carrapato
bovino, porém, os estudos iniciais geralmente detectam QTL com uma resolucao
baixa ou moderada, sendo necessario o posterior refinamento da regido onde o
mesmo foi detectado. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo refinar a
posicdo dos QTL previamente identificados com a adicdo de marcadores
microssatélites em uma populacdo bovina F2 formada a partir do cruzamento entre
animais Gir e Holandés. Amostras de sémen e sangue foram submetidas a extracédo
de DNA e posterior PCR com os marcadores microssatélites. Os produtos de PCR
foram detectados utilizando o sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000 e
as analises estatisticas foram feitas utilizando o software GridQTL. As analises
realizadas nos cromossomos 2, 5, 10, 11, 21, 23 e 27 confirmaram a presenca dos
QTL encontrados anteriormente e reduziram significativamente os intervalos de
confianca da maioria dos QTL. Os QTL encontrados no BTA 2 e 27 foram
significativos a Pc<0.05, aqueles localizados no BTA 5, 10, 11, 21 e 23 foram
significativos a Pc<0.01. O BTA 2 sofreu reducao no intervalo de confianca de 12 cM
passando de 22 para 10 cM, assim como o BTA 5 que passou de 20 para 8 cM. No
BTA 10 foi confirmada a presenca de dois picos de QTL com intervalo de confianca
de 27cM anteriormente detectado em 47 cM. O BTA 11 passou a apresentar um
intervalo de confianca de 19 cM e BTA 21 de 36 cM sofreu reducéo para 26 cM. O
BTA 23 apresentou a menor reducéo no intervalo de confianca na estacéo de chuva
passando de 17 para 14 cM e na seca manteve inalterado com I.C. de 12 cM, assim
como o BTA 27 que sofreu reducéo de apenas 1 cM passando para 7 cM. A adicéo
de marcadores e a redugdo no intervalo de confianca de QTL previamente
encontrados é um importante passo para a identificacdo de genes relacionados a
resisténcia ao carrapato.

Palavras-chave: BTA, Microssatélites, Resisténcia.



ABSTRACT

In tropical countries, losses caused by tick Rhipichephalus (Boophilus) microplus
causes a great impact on cattle production systems. The identification of genomic
regions and DNA markers associated to the parasite resistance may be used to
select resistant animals. Seven QTL associated with tick resistance were described,
however, the initial studies detect QTL with low or moderate resolution, being
necessary the refinement of the regions where the QTL were detected. Thus, the aim
of this work was refine the position of QTL previous identified with addiction of
microsatellite markers in Gir X Holstein F2 population. Semen and blood samples
were submitted to DNA extraction and then, the PCR were done using microsatellite
markers. The PCR products were detected using DNA automatic sequencer
MegaBACE1000 and the statistical analysis was performed using GridQTL software.
The analysis performed on chromosome 2, 5, 10, 11, 21, 23 and 27 confirmed the
presence of QTL previously found and the confidence intervals were significantly
reduced in most of QTL. The QTL found on the BTA 2 and 27 were significant at
Pc<0.05 and those located on BTA 5, 10, 11, 21 and 23 were significant at Pc<0.01.
The BTA 2 was reduced 12 cM in the C.I., from 22 to 10 cM, and BTA 5 from 20 to 8.
In BTA 10 was confirmed the presence of two QTL peaks with C.I. 27 cM, previously
detected in 47 cM. BTA 11 reduced C.I. to 19 cM and BTA 21 reduced from 36 cM to
26 cM. BTA 23 showed the smallest reduction in C.I. in the rainy season, from 17 to
14 cM and in dry season the C.I remained unchanged with 12 cM, as the BTA 27 that
reduced only 1 cM reaching 7 cM. The addiction of markers and the reduction in the
confidence interval of QTL previously found is an important step to identify genes
related to ticks resistance.

Keywords: BTA, Microsatellite, Resistance.
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1 INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento, que representam cerca de 60% da populacdo
mundial, estdo situados na faixa tropical do globo, e de modo geral, apresentam
baixos indices de desempenho no setor agropecuario quando comparados aos
paises de clima temperado (HAMMOND, 1994). Nesses paises, doencas e
infestacbes por endo e ectoparasitas prejudicam a producdo animal, além de
acarretarem perdas econbmicas com prevencdo e tratamento. A incidéncia do
carrapato bovino Riphicephalus (Boophilus) microplus é um dos fatores que causam
grande impacto nos sistemas de producédo de gado de leite, reduzindo a producao
de leite, afetando caracteristicas reprodutivas e deixando 0s animais mais
susceptiveis a outras infeccoes.

O Brasil possui o segundo maior rebanho comerciail de bovinos do mundo,
com um pouco mais de 205 milhdes de cabecas de gado (IBGE, Censo
Agropecuario 2010), além disso, é o sexto colocado na classificacdo de producédo de
leite, sendo responsavel por 4,6% da producdo mundial de leite, 0 que equivale a
mais de 27 bilhdes de litros de leite por ano (FAO- Food and Agriculture
Organization, 2008). Contudo, quando a produtividade de cada pais é avaliada, o
Brasil cai para 21° apresentando uma produtividade de 1.236 Kg/vaca/ano (FAO-
Food and Agriculture Organization, 2008).

As infestacfes por ectoparasitas sdo responsaveis em parte pela reducéo na
produtividade brasileira. O Brasil deixa de produzir 28 milhdes de arrobas carne/ano
e 4,3 bilhdes de litros de leite/ano, totalizando um prejuizo de 2,24 bilhdes de reais
(MARTINEZ et al., 2006). Além das perdas com a carne e o leite, as infestacbes por
carrapatos aumentam os gastos dos produtores com o0s produtos quimicos para
combater o parasita e diminuem também a qualidade do couro que ndo pode ser
comercializado como de primeira qualidade.

Com um mercado cada vez mais competitivo, os criadores buscam formas de
amenizar perdas e aumentar sua produtividade. Nesse contexto, o melhoramento
genético animal surge como uma ferramenta importante que pode auxiliar a
producdo de forma eficiente e barata. A identificacdo de regibes gendmicas e de

marcadores de DNA ligados a caracteristica de interesse € uma boa estratégia para
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selecionar animais que atendam a essas caracteristicas dentre elas a resisténcia ao
carrapato.

A grande maioria das caracteristicas de interesse € governada por varios
genes e influenciada pelo ambiente, tais caracteristicas sdo denominadas de
quantitativas sendo que varios locos nos cromossomos afetam essas caracteristicas,
tais locos sdo denominados Locos de Caracteristicas Quantitativas (QTL).

O avanco da biologia molecular proporcionou a identificacdo de QTL
relacionados a varias caracteristicas de interesse. Com o0 objetivo de entender a
natureza molecular das variacdes das caracteristicas quantitativas, varios estudos
foram realizados de forma bem sucedida para a localizacdo de locos que afetam
caracteristicas economicamente importantes, muitas dessas caracteristicas
relatadas para gado de leite. Uma das alternativas para identificar esses locos é o
mapeamento de QTL, contudo a maioria desses QTL é identificada inicialmente com
uma baixa resolucédo, pois a distancia entre os marcadores € relativamente grande,
com um intervalo de confianca (I.C.) variando de 20 a 30 cM. Com um intervalo
dessa magnitude fica inviavel a localizacdo de possiveis genes que afetem a
caracteristica. Caso se deseje chegar a possiveis genes candidatos é necessario
reduzir o I.C. encontrado, sendo que este deve estar entre 1 e 2 cM, dessa forma,
meétodos de alta precisdo sdo necessarios para refinar a regido onde foi detectado o
QTL (OLSEN et al., 2004).

Estudos realizados por Machado et al., (2010), detectaram a presenca de sete
QTL em uma populacéo experimental F2 proveniente do cruzamento Gir x Holandés.
Contudo esses QTL foram detectados com uma resolucdo moderada, assim esse
estudo tem por objetivo refinar o posicionamento dos QTL encontrados com a adi¢ao

de novos marcadores que irdo saturar as regioes previamente identificadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus

O R. (B) microplus, conhecido popularmente no Brasil como carrapato de boi,
€ um parasita que necessita obrigatoriamente passar por uma fase de sua vida
sobre um hospedeiro, geralmente bovino, ingerindo linfa, sangue e substratos
teciduais. Pertence ao filo Arthropoda, classe Arachinida, ordem Ixodida, familia
Ixodidae, género Riphicephalus. Anteriormente era conhecido somente por
Boophilus microplus, mas em 2003 foi reclassificado apos estudos morfolégicos e
moleculares que identificaram espécies dentro do género Riphicephalus que eram
mais semelhante as espécies do género Boophilus do que a outras espécies
pertencentes ao mesmo género. Assim foi sugerido por Murrel & Barker (2003) a
inclusdo das espécies de Boophilus dentro do género Riphicephalus, contudo, para
a preservacao do nome Boophilus este foi mantido como subgénero.

A espécie R. (B) microplus originou-se provavelmente na Asia quando
mamiferos e passaros substituiram os répteis como vertebrados dominantes ja no
periodo terciario (HOOGSTRAAL, 1985). Adaptaram-se perfeitamente ao clima dos
paises tropicais, onde o calor e a umidade propiciaram condi¢des favoraveis a sua
sobrevivéncia e manutencao da espécie (POWEL & REID, 1982).

O R. (B) microplus é o ectoparasita que causa mais danos aos rebanhos
bovinos no Brasil. Ele possui uma ampla distribuicdo mundial, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais, estando presente na faixa entre os paralelos 32° N e
32° S. Estima-se que 80% do rebanho bovino do mundo estejam infestados por
carrapato (BOWMAN, 2004), tal fato torna esse parasita 0 mais importante
economicamente para a producdo animal. As perdas econdmicas causadas pelos
carrapatos sédo estimadas em mais de 100 milhdes de ddlares anuais na Australia e
mais de um bilhdo e meio de ddlares por ano na América Central e América do Sul
(SABATINI et al., 2001). Martinez et al. (2006) estimou em mais de 800 milhdes de
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dolares ao ano as perdas no Brasil, que incluem gastos no controle do parasita,

perdas na producéao de leite e carne e reducao da natalidade.

2.1.1 Ciclo devidado R. (B) microplus

O R. (B.) microplus € um ectoparasita que utiliza apenas um hospedeiro que é
normalmente bovino, contudo podem parasitar outros animais como ovelha, cavalo,
céo e cabra em épocas de grande infestacdo nas pastagens (GONZALES, 1974).

O ciclo de vida do carrapato divide-se em uma fase de vida livre e uma fase
de vida parasitaria (FIGURA 1).

FIGURA 1: Ciclo de vida do carrapato bovino

A fase de vida livre inicia-se apds a queda das fémeas ingurgitadas
denominadas “teledginas” (FIGURA 2). As teleégenas ao desprender-se do seu
hospedeiro caem no solo geralmente na primeira metade da manha procurando se
abrigar em locais com baixa incidéncia de luz para realizar sua ovoposi¢do. O
periodo que compreende a queda até o momento da postura € chamado pré-
postura, que tem em média duracdo de dois a trés dias em temperatura ideal (em
torno de 27°C), podendo se estender a mais de 90 dias. A postura e ecloséo

ocorrem aproximadamente em 18 dias em condi¢des de umidade ideal (em torno de
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80%) e temperatura variando entre 27 e 28°C, podendo esse periodo durar até mais
gue 100 dias. A teledgina coloca cerca de 3000 a 4000 ovos, morrendo apos a
postura. Em condicfes ambientais favoraveis, uma semana apés a postura as larvas
comecam a eclodir dos ovos; dependendo das condigbes essa eclosao pode durar
até seis meses. As larvas recém eclodidas movem-se em dire¢do as folhas mais
altas para localizacdo do hospedeiro por meio de vibracdo e odor (OLSEN, 1974).
Nesse periodo as larvas se tornam infestantes. Na pastagem, as larvas apresentam
geotropismo negativo e fototropismo positivo a intensidade moderada de luz. Em
torno do 5° ao 7° dia apds a ecloséo, a larva mede 0,7 por 0,5 mm e apresenta uma
cor avermelhada. Sua longevidade € altamente dependente das condicbes de
temperatura e umidade, tendo sua capacidade infestante diminuida com o passar do
tempo. Na vegetacdo as larvas se encontram agrupadas para diminuir a perda de
umidade e evitar a incidéncia direta dos raios solares e com isso aumentam sua
sobrevivéncia. Podem ficar até seis meses sem se alimentar esperando um
hospedeiro adequado. Em condicbes Otimas de temperatura e umidade, a
gueda/postura/eclosdo tem duracdo de um més (GONZALES, 1974). A fase de vida
livre sofre interferéncias climaticas, trazendo alteracbes nos seus periodos, que sdo
especialmente afetados pela umidade e temperatura. A fase de vida parasitaria é
praticamente constante em todas as regifes, ndo sofrendo alteracfes bruscas com
as condicdes ambientais (GONZALES, 1975).

FIGURA 2: Fotografia mostrando uma fémea de carrapato ingurgitada (A) e o0 momento da

ovoposicao (B).

A fase de vida parasitaria inicia-se quando a larva infestante encontra e se
instala em um hospedeiro passando a ser larva parasitaria e transformando-se em

metalarva que d& origem a ninfa por volta de 8 a 10 dias. Ao redor do 15° dia sofrera
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uma muda transformando-se em metaninfa, nessa fase ja ha diferenciagdo entre os
sexos. A transformacéo da metaninfa em neandro (macho) necessita de 14 dias em
meédia, passando a gonandro em dois dias, permanecendo no animal por mais de 38
dias. A transformacdo da metaninfa em nedgina (fémea) é feita em média de 17
dias, passando a partendgina em trés dias e a teledgina em dois dias. A fémea apos
0 acasalamento comeca a se alimentar de sangue até o seu ingurgitamento total que
ird proporcionar a sua queda do hospedeiro. Os machos, por permanecerem mais
tempo no animal, conseguem se acasalar com mais de uma fémea. A fase
parasitaria dura em média 21 dias.

Os carrapatos nao se distribuem de forma aleatéria pelo corpo do animal, ha
regides pelas quais eles demonstram maior afinidade, tais como pata traseira,
regibes da virilha e Ubere. Nos locais onde a fixacdo do carrapato é feita aparecem

zonas de hiperemia e inflamacgéo.

2.1.2 Controle e problemas causados pela infestacdo de bovinos com

carrapato R.(B.) microplus

Atualmente as formas de controle do carrapato bovino sdo baseadas no
gerenciamento de aplicacdes de compostos carrapaticidas, utilizacdo de vacinas e a
selecdo de animais resistentes. Contudo, os dois primeiros métodos citados atuam
no controle do parasita de forma paliativa e contribuem somente com a redu¢édo no
namero dos mesmos além de exigirem aplicagbes frequentes e cuidados com
manejo.

Os acaricidas foram os primeiros métodos desenvolvidos para o controle do
carrapato, contudo nem sempre sdo eficientes, pois existem cepas de carrapatos
resistentes. Além disso, outros fatores devem ser considerados quanto ao uso de
acaricidas: custo do produto, trabalho para aplicacdo, equipamentos necessarios,
perdas na producéo de carne e leite, efeitos para a saude humana e meio ambiente
(JONSSON, 1997).

Outro método usado no controle dos carrapatos é a aplicacdo de vacinas. A
primeira vacina foi desenvolvida por Willadsen et al. (1995) e atua principalmente

reduzindo a capacidade reprodutiva da fémea. Sua atuacdo na reducdo da
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infestacdo é gradual, ndo tendo efeito imediato no combate ao parasita, sendo
necessario 0 uso conjugado de outras formas de combate. Assim como 0s
acaricidas, as vacinas também apresentam limitacdes: alto custo, pois muitas devem
ser aplicadas em periodos constantes além da resposta diferencial de cada animal,
que podem responder mal a vacinacao e contribuir favoravelmente para a proxima
geracgao de carrapatos.

No Brasil, o principal método de controle dos carrapatos ainda é feito com o
uso de acaricidas, contudo, o uso continuo desses produtos propiciou o0
aparecimento de carrapatos resistentes, e dessa forma, mesmo com o
desenvolvimento de novas substancias com acdo acaricida, novas cepas de
carrapatos resistentes aparecerdo, se transformando em um ciclo vicioso
(MARTINEZ et al., 2004). Além disso, o uso de acaricidas deixa residuos nos
alimentos de origem animal, o que reafirma a necessidade de desenvolvimento de
novas alternativas para o controle do carrapato. A selecdo de hospedeiros
resistentes é uma solucdo promissora para o controle do carrapato, pois apresenta
baixo custo e € uma solu¢do mais duradoura.

Os problemas causados pelo carrapato variam dependendo da idade do
animal, nivel de infestacdo e se o parasita esta atuando como vetor para outras
enfermidades. Um bovino, portador de uma alta carga parasitaria, pode apresentar
desde uma leve a moderada anemia até a morte. Os carrapatos aumentam a taxa de
morbidade e mortalidade durante o periodo de seca, onde as infestacdes tendem a
serem maiores. Outra preocupag¢ao com 0s carrapatos € sua atuacao como vetor de
outras enfermidades sanguineas, dentre elas a babesiose, anaplasmose e
brucelose.

Um bovino infestado com carrapatos e parasitado por vermes, se nao tratado,
pode sofrer perdas de 18 a 47 Kg de peso/ano, podendo chegar a 6Obito devido a
infestacbes com mais de 200 carrapatos durante um periodo de seis semanas
(MARTINEZ et al., 2004). Furlong et al. (1996) verificaram uma queda de 23% na
producdo de leite em vacas mesticas Holandés-Zebu quando apresentavam uma
meédia de 105 carrapato/vaca.

Diante dos problemas apresentados, torna-se justificavel a busca de métodos
economicamente viaveis e eficazes no controle do carrapato bovino que possam
reduzir os gastos, os residuos nos produtos consumidos e que nédo altere a

produtividade do animal.
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2.1.3 Ainfluéncia daraca bovina naresisténcia ao R. (B.) microplus

O mecanismo de resisténcia dos bovinos ao carrapato € altamente complexo
e véem sendo amplamente estudado por varios grupos. Segundo Riek (1962),
existem dois mecanismos envolvidos na resisténcia: a resisténcia inata e a
adquirida. A resisténcia inata jA se mostra presente no animal quando ocorre a
primeira infestacdo e parece ndo depender do contato prévio do animal com o
carrapato. O’Kelly e Spiers (1976), demonstraram que os bezerros mesticos zebu
foram mais resistentes que o de ragas européias em sua primeira exposicdo ao
carrapato apds o nascimento, o que demonstra a presenca de uma imunidade inata.
A resisténcia adquirida s6é comeca a ser evidenciada apds a exposicdo do animal a
algumas infestagbes com o carrapato, Roberts (1968) e Wagland (1975) mostraram
que o nivel de resisténcia dos animais foi maior ap6s vérias infestacbes em
comparacao com o nivel apdos a primeira infestacao.

Fatores como sexo, idade, estresse nutricional, estacdo do ano, cor da
pelagem, gestacgéo, lactagdo afetam a resisténcia dos bovinos ao carrapato, mas o
fator de maior importancia é a raga.

Em geral, os animais Bos indicus sdo mais resistente a parasitas que 0s
animais Bos taurus. Varios trabalhos relatam a maior resisténcia das racas indianas
com relacdo as taurinas (VILLARES, 1941; GONZALES, 1975; UTECH et al., 1978;
MADALENA et al., 1985; MORAES et al., 1986; OLIVEIRA ET AL., 1989; OLIVEIRA
E ALENCAR, 1990.). O gado indiano tem convivido ha milhares de anos com o
carrapato, tal fato possibilitou a eliminagdo de animais com menor resisténcia ao
parasita e proporcionou maiores oportunidades para 0S animais resistentes se
reproduzirem (THIESEN, 1979; LEMOS, 1986). J4 o gado europeu mostra-se menos
resistente ao carrapato, provavelmente devido ao pouco contato com o parasita
(PENNA, 1990).

Segundo Gonzales (1975) muitos técnicos tentaram explicar a resisténcia dos
zebuinos pelo fato destes possuirem um maior numero de glandulas sebaceas
distribuidas pela pele, o que produziria um odor que afastaria o carrapato, assim
como maior mobilidade geral do animal e de sua pele, o que provavelmente faz com
gue o animal se defenda melhor da infestacdo. Verissimo (1991) explicou que o

sistema de alimentacdo da larva de R. (B.) microplus depende de uma reacéo
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inflamatdria que se inicia no momento de fixacdo da larva; os zebuinos apresentam
uma reacao inflamatoria mais intensa que os taurinos o que possibilita uma auto-
limpeza muito eficiente contribuindo para o equilibrio carrapato/hospedeiro.

Com relacdo a época do ano, os bovinos apresentam-se mais sensiveis no
outono do que no inverno (GOMES et al., 1989), estando relacionado com o foto
periodo mais curto que afeta a resposta inflamatdria no local da picada. O estado
nutricional também influencia, diminuindo a resisténcia dos bovinos aos carrapatos
(SUTHERST et al., 1983).

A coloracdo da pele e do pélo pode influenciar no comportamento dos
bovinos, fazendo com que os de pelagem mais escura procurem locais mais
protegidos do sol que sdo também locais de preferéncia dos carrapatos, facilitando o
acesso das larvas aos animais, enquanto que os de pelagem mais clara sdo menos
infestados (OLIVEIRA & ALENCAR, 1987).

Embora a resisténcia ao carrapato seja bastante variavel entre as diferentes

racas, nao existe uma raca totalmente resistente.

2.1.4 Respostaimune dos bovinos contra o carrapato

Os carrapatos possuem uma estratégia relativamente agressiva para
obtencdo de sangue, na qual causa injurias na pele do hospedeiro que podem ser
classificadas como lesédo inflamatoria edematosa. A obtencdo de sangue pelo
carrapato inicia-se com a fixagdo deste na pele do hospedeiro, na qual ele introduz
suas pecas bucais através da epiderme. Enquanto a pele do hospedeiro é cortada
pelas queliceras do carrapato, ele produz uma saliva com uma substancia de
componentes variados com aspecto pegajoso que denominamos cimento. O cimento
€ depositado ao longo da ruptura da epiderme, envolvendo o hipostdmio do
carrapato, formando um canal que leva a derme superior que é denominada de
canal alimentar. Logo abaixo é formado a cavidade alimentar onde a saliva é
inoculada e se difunde para os tecidos adjacentes. A saliva dos carrapatos contém
substancias anti-coagulantes, anti-plaquetarias e vasodilatoras, sendo responsaveis
pela inibicdo da homeostase do hospedeiro e manutencédo do fluxo sanguineo no

local da picada, e também contém fatores que modulam a resposta imune inata e
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adquirida do hospedeiro (WIKEL, 1997). Mesmo com todas as propriedades da
saliva do carrapato, ainda ocorre a formacéao de infiltrado celular na cavidade onde o
carrapato lesionou.

A alimentagéo do carrapato induz variadas respostas imunes nos hospedeiros
que envolvem apresentacdo de antigenos via células apresentadoras de antigenos
(APCs), células-T, células-B, anticorpos, citocinas, sistema complemento, basoéfilos,
eosinofilos e uma variedade grande de moléculas bio ativas (BROSSARD & WIKEL,
2004).

Os linfocitos s@o os elementos-chave nas fungfes efetoras e da regulacao do
sistema imune, incluindo producédo de anticorpos e imunidade mediada por células
(BROSSARD & WIKEL, 2004). A ativacdo de células T antigeno- especificas dispara
vias de sinalizacao para producao de citocinas, diferenciagéo e proliferacao celular
(JANEWAY et al. 2002), podendo diferenciar-se em células Thl e Th2 de acordo
com as citocinas secretadas. Células Thl secretam interleucinas (IL)-1, IL-2, IL-8, IL-
12, interferon-gama (IFN-y) e proteina quimio atraente de mondcitos (MCP-1),
enquanto células Th2 secretam, preferencialmente, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-
13 (CHER & MOSMANN,1987; ELSE & FINKELMAN, 1998). Estas citocinas Thl e
Th2 atuam como sinais imuno regulatérios para geracao de resposta imune mediada
por células e anticorpos, respectivamente (WIKEL, 1997). Infestacfes repetidas com
ninfa de Ixodes ricinus em camundongo BALB/c estimularam a migracdo dos
linfécitos a partir dos linfonodos para o local da picada, produzindo significantes
niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a) e fator estimulador de macréfago (GM-
CSF) quando estimulado in vitro com concanavalina A ou com anticorpo anti-CD3
(GANAPAMO et al.,, 1997). Em bovinos e outros animais de laboratorio, ja foi
mostrado que a reacdo de hipersensibilidade tardia mediada por células Thl
cutaneas no sitio de fixacdo do carrapato induziu imunidade adquirida contendo
infiltrados de basoéfilos e eosindfilos (ALLEN, 1973; ALLEN et al, 1977; BROSSARD
& FIVAZ, 1982). Varios estudos tém revelado que linfécitos T e citocinas fazem um
papel crucial na determinagéo do resultado de infec¢Bes parasitarias em termos de
imunidade protetora (FERREIRA & SILVA, 1999). Citocinas medeiam a
diferenciacéo ou a ativacao de linfocitos e outras células, montando assim, respostas
imunes adaptativas e inatas.

Células natural killers (NK) sdo conhecidas pela sua citotoxidade contra virus
e tumores (MORETTA, 2002; RAULET, VANCE E MCMAHON, 2001; ROSLTAD et



25

al., 2001), além disso, elas promovem uma conexao entre imunidade inata e
adaptativa atravées da producdo de citocinas e da interacdo com células
apresentadoras de antigenos (MORETTA, 2002; BIRON e GAZZINELLI, 1995;
FERLAZZO et al., 2002). Essas células estdo envolvidas na resposta de defasa
contra Mycobacterium bovis (BASTOS et al., 2008) e patdgenos transmitidos pelo
carrapato (GOFF et al., 2006), nas quais predomina o padrdao Thl de resposta
imune. O papel das NK na resisténcia ao carrapato ainda nao foi elucidado, mas
sabe-se que a saliva do carrapato inibe a atividade dessas células (KUBES et al.,
2002).

As células dendriticas também possuem papel fundamental na resposta
contra o carrapato. Os antigenos secretados juntamente com a saliva durante a
fixacdo e alimentacdo do parasita no hospedeiro séo levados do sitio de alimentacdo
do carrapato pelas células dendriticas que processam e apresentam esses
antigenos para os linfécitos T, iniciando uma resposta imune celular ou mediada por
anticorpos (ALLEN et al, 1979; LARREGINA & FALO, 2005).

2.2 Marcadores moleculares

Desde a redescoberta dos principios de Mendel, no inicio do século XX, o
foco dos geneticistas passou a ser o gene, como unidade fundamental da variagcéo
bioldgica. A maioria das caracteristicas econémicas é determinada por varios genes
gue em conjunto com o meio ambiente determinam o fenétipo do individuo. A
determinacdo do componente genotipico é de fundamental importancia para a
compreensao de varios comportamentos fenotipicos que podem ser estudados por
meio de marcadores moleculares.

Marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fendtipo
oriundo de um gene expresso ou de um fragmento de DNA (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). De acordo com Martinez e Machado (2002), o marcador
molecular de DNA é uma técnica que permite detectar diferengcas na sequéncia de
DNA, possibilitando a selec&o indireta para genes de interesse no melhoramento
animal. Existe uma grande variedade de marcadores moleculares, cada qual com

suas caracteristicas e limitacdbes. O uso de marcadores moleculares mostra
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vantagens com relagdo aos marcadores morfolégicos como: niveis de polimorfismo,
em geral sdo co-dominantes e contém maior quantidade de informacdo genética por
loco (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente os marcadores mais
utilizados séo os microssatélites e os Single Nucleotide Polymorphisms (SNP).

Os marcadores microssatélites sdo frequentemente empregados na
identificacdo de regibes genbmicas associadas a caracteristicas de interesse
econdmico. Esse tipo de marcador corresponde a pequenas sequéncias de DNA
que contém unidades que se repetem em tandem variando de 1 a 6 pb (TAUTZ,
1989), encontrados em organismos eucariotos e em alguns procariotos e
eubactérias. Cada repeticdo em tandem constitui um loco de microssatélite cujos
alelos se diferenciam por variacbes no tamanho total do microssatélite. Sao
marcadores de facil deteccdo pela técnica de PCR, sdo co-dominantes, multi-
alélicos, altamente polimérficos e com ampla distribuicdo pelo genoma. Tais
caracteristicas tornam o0s microssatélites um dos marcadores mais utilizados em
estudos para identificacdo de QTL, teste de paternidade, estudos de genética de
populacdo e estudos de filogenia. Os marcadores microssatélites ndo identificam
diretamente os genes de interesse, mas ajudam na sua localizacdo, pois segregam
juntamente com esses genes. Seguindo este principio, foi possivel a localizacao de
uma série de genes de efeitos maiores, genes estes relacionados a producédo ou a
outra caracteristica (LEE et al., 2002).

Os marcadores SNP tem como base as alteracBes elementares da molécula
de DNA, ou seja, mutagbes em bases Unicas da cadeia de nucleotideos.
Normalmente os marcadores SNP sdo bi-alélicos, podem ocorrer em regides
codificadoras e em espacos irtergénicos. Em humanos foi estimada a presenca de
um SNP a cada 1000 bases ou menos (WEINER e HUDSON, 2008). As novas
tecnologias de estudo de SNP deram suporte para que esse marcador fosse
utilizado em diversos estudos como: estudo de paternidade, identificagcédo individual,
deteccdo de doencgas genéticas e/ou polimorfismos associados a caracteristicas de

producéao.
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2.3 Mapeamento de QTL

O QTL (do inglés, Quantitative Trait Loci) pode ser definido pode como uma
regido do genoma que influencia uma caracteristica fenotipica mensuravel ou
guantitativa (ABIOLA et al., 2003). As caracteristicas quantitativas sao influenciadas
por inumeros genes e também por condicdes ambientais.

O principal caminho para se testar a existéncia de um QTL é identificar
marcadores que estejam segregando com caracteristicas de interesse. A
determinacdo da associacao genética entre o loco marcador e o QTL, depende da
existéncia do desequilibrio de ligacédo entre os alelos no loco marcador e os alelos
do QTL. De acordo com Lynch & Walsh (1998), o principio de identificacdo de QTL
a partir de marcadores moleculares é de certa forma simples: por meio do
cruzamento entre duas linhagens endogamicas é possivel criar o desequilibrio de
ligacdo entre os locos que diferem entre as linhagens parentais, criando assim uma
associagao entre os locos marcadores e o QTL segregante.

Define-se desequilibrio de ligacdo a associacdo ndo ao acaso entre diferentes
locos. A deteccdo de ligacdo genética entre marcadores e QTL depende da
existéncia de desequilibrio de ligacdo entre os alelos do loco marcador e do QTL,
caso contrario os QTL ndo podem ser detectados. O desequilibrio de ligacdo € muito
usado em analises de varredura gendmicas em animais domésticos na qual se tem
por objetivo encontrar marcadores que se associem a caracteristicas fenotipicas de
interesse.

Dessa forma, € necessaria a escolha de delineamentos que maximizem o
desequilibrio de ligacdo. Genitores fenotipicamente contrastantes para caracteres
guantitativos de interesse, provavelmente apresentam essas variacdes nos locos
gue afetam esses caracteres (KEARSEY, 1998). Assim cruzamentos baseados
nesse principio podem maximizar o desequilibrio de ligacdo entre QTL e os
marcadores das populacbes de mapeamento, aumentando a probabilidade de
detecta-los.

Para a identificagdo de QTL diversos delineamentos podem ser utilizados. Em
animais, geralmente sao utilizados delineamentos de cruzamentos entre animais nao

aparentados, uma vez que a endogamia pode levar ao aparecimento de genes em
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homozigose que podem ser deletérios e letais. Entre os delineamentos utilizados em
animais podemos citar o delineamento de filhas, delineamento de netas e F2.

Dentre os delineamentos endogamicos, o delineamento F2 € o mais utilizado.
Ele consiste na formacdo de uma populagao F1 a partir de cruzamentos entre duas
linhagens distintas e posterior formagéo de uma populagédo F2. O cruzamento entre
linhagens distintas acarreta um desequilibrio de ligacdo entre locos, sendo que o
mesmo é a base para a deteccdo de QTL, criando assim uma associacdo entre 0s
marcadores e 0s QTL ligados que estdo segregando. Por esse tipo de delineamento
€ possivel a separacdo dos efeitos aditivos e de dominancia dos QTL encontrados.

O mapeamento de QTL demanda um numero muito grande de animais com
seus respectivos fenoétipos de interesse. O numero de animais necessario é
dependente da magnitude do efeito que se deseja identificar, da herdabilidade da
caracteristica, do delineamento experimental escolhido, entre outros fatores. Esse
requisito € em parte delimitante quando a populacéo a ser estudada € bovina, ja que
possuem custos de producdo e manutencdo elevados, além de maior tempo
necessario para se conseguir uma populacéo préxima ao ideal.

O gado leiteiro possui vantagens no mapeamento de QTL em relacdo aos
outros animais de producédo devido ao fato de que nas fazendas ha intensa anotacao
de dados referentes a avaliacGes fenotipicas tais como medidas de qualidade de
leite, saude do animal, avaliagbes morfométricas, informacfes do pedigree e forma
de manejo. O mapeamento de QTL em animais é beneficiado pelo reduzido
tamanho efetivo das populacdes, que leva a reducdo na complexidade das
caracteristicas em termos de heterogeneidade de alelos, aliada a maior extenséo
dos blocos de desequilibrio de ligacdo, em comparacdo com outras espécies
(GEORGES & ANDERSSON, 2003).

Segundo Rocha et al. (2002), a deteccdo de QTL requer trés estagios
fundamentais: coleta acurada de dados fenotipicos dentro da populacéo
desenvolvida; coleta acurada dos dados genotipicos (através dos marcadores
moleculares) e analise estatisticas correlacionando dados de fendtipos com os
dados de genatipos.

Apesar das dificuldades (formacdo de uma populagdo experimental, gastos
com manutencéo, gastos com producdo) encontradas no mapeamento de QTL para
resisténcia a doencas em ruminantes varias caracteristicas ja tiveram parte de sua

variacdo atribuida a regides no genoma dos bovinos. Contudo a grande maioria dos
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QTL encontrados esté relacionada a caracteristicas de producdo de leite ou entédo

de carne, poucos trabalhos relatam QTL relacionados a saude animal.

2.4 Mapeamento Fino de QTL

Uma grande variedade de estudos vem sendo desenvolvidos com a finalidade
de identificar QTL relacionados a caracteristicas de interesse. Contudo, os estudos
iniciais de mapeamento ndo possibilitaram uma identificacdo precisa da localizacao
do QTL, em geral, essas estimativas foram feitas com baixa precisdo e acuracia. Em
bovinos, o intervalo de confianca de QTL encontrados é no maximo de dezenas de
centimorgans (cM) (GEORGES, 2007). Essa resolu¢cdo ndo é adequada para a
clonagem posicional e identificacdo de genes candidatos. De acordo com Kappes et
al. (1998) um QTL é inicialmente identificado em um intervalo de confianca de 20 a
30 cM, esse intervalo certamente contém uma grande quantidade de genes tornando
a identificacdo de um gene especifico praticamente impossivel. Tal fato reforca a
necessidade de estreitar o intervalo de confianga de um QTL encontrado
possibilitando a identificacdo de possiveis genes candidatos dentro da regido
estudada.

O principal fator limitante para a resolugdo de um mapeamento em analise de
ligacdo é a frequéncia de recombinacdo na progénie que foi genotipada. Em
linhagens experimentais, a resolucdo do mapeamento pode ser melhorada através
do aumento do numero de recombinacfes usando familias maiores ou geracdes
avancadas (DARVASI & SOLLER, 1995). Centenas de proles sdo requeridas para
reduzir o intervalo de confianca a um nivel que seja possivel ser feita a clonagem
posicional e a identificacdo de genes, e para isso esse intervalo deveria estar entre 5
cM ou menos (DARVASI, 1998). Uma outra alternativa para aumentar a resolugao
de um mapeamento, além de aumentar o niumero de recombinacdes, seria a adicao
de uma maior quantidade de marcadores moleculares que cobriria todo o
cromossomo e toda a regido onde o possivel QTL fosse identificado.

Com os avangos na area molecular e estatistica, foi possivel a realizacdo de
mapeamento fino em diversos tipos de populacdo utilizando uma grande variedade

de metodologias de analise. Na area molecular, a identificacdo de Polimorfismos de
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Nucleotideo Simples (SNP) e o desenvolvimento de plataformas que permitem a
genotipagem deles em alta escala proporcionaram um grande avanco, permitindo a
analise em curto tempo de um grande numero de animais. Na area da estatistica o
desenvolvimento de métodos como analise de desequilibrio de ligagdo baseada na
identidade por descendéncia (MEUWISSEN & GODDARD, 2000), métodos de
minimos quadrados baseados na regressdo do fendtipo sobre o gendtipo ou
haplétipo (LONG & LANGLEY, 1999; GRAPES et al.,, 2004, 2006) e analise
combinada de ligacdo e desequilibrio de ligacdo (MEUWISSEN et al., 2002)
possibilitaram estreitar o intervalo de confianca de um QTL. Meuwissen et al. (2002)
utilizando analise combinada entre ligacdo e desequilibrio de ligacdo, conseguiram
mapear um QTL dentro de uma regido menor que 1 cM para taxa de gémeos em
uma grande familia de meio-irméo de gado noruegués. Sahana et al. (2006) usando
analise combinada entre ligacdo e desequilibrio de ligacdo, conseguiu reduzir para 2
cM o intervalo de um QTL associado a mastite. Utilizando a mesma metodologia de
analise, Druet et al. (2008) realizou mapeamento fino para reduzir o intervalo de
confianca de um QTL no cromossomo 3 afetando a fertilidade de fémeas em gado
de leite.

A utilizacdo de desequilibrio de ligacdo tem se tornado uma ferramenta de
grande importancia em experimentos de mapeamento fino, pois obteve uma grande
qguantidade de resultados positivos em projetos iniciais de mapeamento de genes
relacionados a doencas que possuiam heranca Mendeliana (SNELL et al., 1989;
HASTBAKA et al., 1992; KEREM et al., 1993.). E crescente a utilizacdo do DL entre
0S geneticistas e melhoristas para 0 mapeamento de caracteristicas quantitativas
(SLATKIN, 1999; MEUWISSEN & GODDARD, 2000; FARNIER et al., 2002.). O
interesse pela utilizacdo do DL nas analises estatisticas aumentou muito apos a
descoberta dos marcadores SNPs e com a diminuicdo dos custos para a realizacao
das genotipagens, permitindo com isso a utilizagdo de um grande numero de
marcadores.

Diversos trabalhos conseguiram por meio de mapeamento e mapeamento fino
de QTL chegar ao posicionamento de genes de interesse. Riquet et al. (1999) por
meio de mapeamento fino, conseguiram estreitar o intervalo de confianca de um
QTL identificado no cromossomo 14 dos bovinos levando em consideracdo as
recombinacdes histéricas e a utilizacdo de um pequeno grupo de animais

selecionados para genotipagem. Posteriormente foi realizada a clonagem posicional,
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identificacdo de mutacdo casual e caracterizacdo do gene DGAT1 na extremidade
centromérica do cromossomo 14 (GRISART et al., 2002; FARNIER et al., 2002;
SPELMAN et al.,, 2002; GRISART et al., 2004). Olsen et al. (2005) estudaram no
cromossomo 6 uma regido onde um QTL havia sido identificado com um intervalo de
confianga de 7.5 cM (OLSEN et al., 2004) relacionado com a producao de leite. Com
saturacdo da regido com marcadores SNPs e utilizando a metodologia combinada
de ligacéo e desequilibrio de ligacdo, diminuiu-se o intervalo de confianca para 420
kb. Dentro dessa regido est4d o gene da osteopontina que esta relacionado com
caracteristicas de producdo de leite. A partir desse achado, varios outros trabalhos
foram conduzidos buscando variagdes nesse gene candidato (SCHNABEL et al.,
2005; LEONARD et al., 2005; KHATIB et al., 2007).

2.5 Mapas gendmicos

O projeto genoma humano foi o ponto de partida para o desenvolvimento de
técnicas e estratégias para o estudo do DNA, muitos avancos foram conseguidos
nos estudos genéticos dos animais de interesse econdmico mediante aplicacfes
dessas novas tecnologias para melhor conhecer e manipular o genoma dessas
espécies.

Inicia-se a partir de entdo a chamada era genbmica, em que estratégias
avancadas sdo utilizadas com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre a
estrutura e sobre o funcionamento de genomas inteiros (HOCQUETTE, 2005). A
gendmica pode ser dividida em gendmica estrutural e gendmica funcional. A primeira
tem por objetivo a caracterizacédo fisica do genoma, ou seja, a caracterizacdo do
DNA por meio de localizacdo e identificagcdo dos genes/marcadores; a segunda
estuda a expressao dos genes, o funcionamento do genoma.

Em animais de interesse econdmico, a gendmica estrutural vem permitindo
avancos na localizacdo dos genes por meio do mapeamento gendmico. O
mapeamento gendmico € definido como a indicacdo de um gene em um loco no
cromossomo e 0 posicionamento desse gene em relacdo aos outros genes

encontrados no mesmo cromossomo (WOMACK, 2005).
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Os mapas gendmicos usados atualmente sdo: mapas genéticos ou de
ligacdo, mapas fisicos e mapas moleculares (RUVINSKY & GRAVES, 2005).
Diferentes mapas vém sendo desenvolvidos para estudo do genoma de animais de
interesse econdmico a partir de estratégias utilizadas no mapeamento do genoma
humano. Essas estratégias podem definir desde a indicagdo de um gene em um
cromossomo, até sua sequéncia completa de bases.

Os mapas comparativos proporcionaram um grande avanco para os estudos
entre diferentes espécies. Com 0s avancos nas tecnologias moleculares e nas
ferramentas computacionais estes mapas estdo cada vez mais saturados de
informacBes, e com cada novo gene descoberto, novas analises e abordagens
podem ser realizadas. Como a maior parte dos avancos na parte cientifica é
realizada em camundongos e humanos, é possivel aproveitar esses conhecimentos
e expandi-los para outras espécies.

Cada mapa gendmico possui suas caracteristicas, vantagens e
desvantagens, dessa forma, a construcdo de diferentes mapas e a integracao entre
eles vao permitir um conhecimento mais aprofundado sobre os genes, sua
localizagéo e seu funcionamento (RUVINSKY & GRAVES, 2005). A localizagéo e o
funcionamento dos genes representam 0 ponto chave para o estudo de
caracteristicas de interesse econbmico e para a manipulacdo de genes que
possibilitem o alcanco do fenétipo desejado.

Os marcadores moleculares de DNA sdo extremamente importantes para a
construcdo de mapas de ligacdo, sendo ordenados em varios mapas de genes. Os
mapas de ligacdo genética sdo uma ferramenta essencial para as andlises de
ligacdo de caracteristicas monogénicas e complexas. O mapa de ligacdo € uma
representacéo, de certa forma, resumida dos cromossomos que mostram a posi¢ao
relativa dos marcadores considerando a recombinagéo.

Os primeiros mapas genético de bovinos foram construidos com um numero
pequeno de marcadores o0 que nao possibilitou uma cobertura completa do genoma
(BARENDSE et al., 1994; BISHOP et al., 1994; GEORGES et al., 1995). Barendse et
al. (2007) e Kappes et al. (2007) descreveram a segunda geracao do mapa bovino,
esse mapa era composto por 1.425 marcadores com uma cobertura quase completa
do genoma. Em 2004, um novo mapa foi divulgado, esse mapa era composto por
3.960 marcadores com intervalo de 1.4 cM entre os marcadores, cobrindo 3.160 cM

dos 29 cromossomos autossémicos mais o cromossomo X (IHARA et al., 2004).
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Os mapas de ligacdo foram de fundamental importancia para se chegar a
muitos QTL ja descritos, porém em alguns casos ele nédo é suficiente para se chegar
a um gene ou a clonagem posicional deste. Uma alternativa que pode ser utilizada
para somar aos estudos de QTL com marcadores € 0 uso dos mapas de radiacdo
hibrida (RH). A estratégia de RH implica na quebra artificial dos cromossomos das
células doadoras por radiacdo e transferéncia dos fragmentos resultantes para
células de outra espécie que por sua vez, se integram aos seus Cromossomos, Como
resultado, ha a formacao de hibridos que contém segmentos de DNA das células
doadoras com um tamanho adequado para 0 mapeamento. Essa técnica é uma
ferramenta util para o mapeamento fisico dos genomas, pois fornece um método
direto para localizar genes e sequéncias de DNA ao longo dos cromossomos, dessa
forma, o RH pode ser um poderoso caminho para aumentar a resolucdo dos mapas
e integrar mapas de diferentes origens (CHOWDHARY & RAUDSEPP, 2005). Muitos
painéis gendmicos de bovinos tem se estruturado utilizando RH (WOMACK et al.,
1997; REXROAD et al., 2000; WILLIAMS et al., 2002; ITOH et al. 2005; ZIMIN et al.,
2009), e este tem sido usado para a construcdo de mapas de RH de diferentes
resolucdes para diversas propostas.

Os QTL séo inicialmente mapeados em intervalos que contém uma grande
guantidade de genes, e uma grande dificuldade € a de determinar quais genes estao
causando o efeito do QTL. Dessa forma, na maioria das vezes nao fica claro qual
gene candidato considerar ou quais genes podem ser definidos como candidatos. A
possibilidade de integracdo de diferentes mapas é uma poderosa ferramenta para
estudo comparativo entre espécies, sendo dessa forma uma grande aliada na
identificacdo desses possiveis genes que estariam afetando as caracteristicas de

interesse.

2.6 Estudo dos QTL

O mapeamento de genes em animais domésticos reflete o grande interesse
no melhoramento sendo o principal foco de mapeamento caracteristicas
quantitativas de interesse econdmico. Caracteristicas monogénicas possuem um

papel menos significativo, pois desordens genéticas simples foram praticamente
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eliminadas da populacéo por meio de cruzamentos seletivos (ANDERSSON et al.,
2001). Um grande numero de QTL afetando os fenétipos tem sido identificado em

espécies bovinas ha algumas décadas. No site de dominio publico

http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/index, dados disponibilizados em
maio de 2011, um total de 4.756 QTL foram identificados nos 29 cromossomos
bovinos mais o cromossomo X. Estes QTL estdo relacionados com caracteristicas
fisicas, saude, comportamento, carne, leite, producéo e reproducéo. Inicialmente a
maioria dos grupos de pesquisa focou os estudos somente em caracteristicas que
afetavam a producédo de leite (GEORGES et al., 1995), dessa forma muitos QTL
foram identificados para essas caracteristicas. Aos poucos os estudos relacionados
a saude animal e reproducéo foram sendo incluidos na deteccédo de QTL, pois essas
caracteristicas afetam a produtividade do animal.

No cromossomo (BTA) 2 dos bovinos foram detectados 271 QTL para
diversas caracteristicas, sendo uma delas descrita para resisténcia ao carrapato
(MACHADO et al., 2010). O BTA 5 possui um total de 253 QTL, sendo dois desses
QTL relacionados a resisténcia ao carrapato (GASPARIN et al., 2007; MACHADO et
al., 2010.). O BTA 10, 11, 21, 23 e 23 possui respectivamente 122, 183, 95, 123 e 69
QTL que abrangem diversas caracteristicas, em todos os cromossomos foram
identificados QTL para resisténcia ao carrapato bovino, sendo que no BTA 23 dois
QTL para esta caracteristicas foram identificados (MACHADO et al., 2010).

Outros cromossomos bovinos também apresentam QTL relacionados a
resisténcia ao carrapato bovino séo eles: BTA 3 (PORTO NETO et al., 2010), BTA 7,
BTA 14 (GASPARIN et al., 2007)

2.7 Selecao assistida por marcadores (MAS)

Nos programas de melhoramento convencional, a sele¢cdo dos animais que
apresentam cab6racteristicas desejadas é feito com base somente nas informacdes
fenotipicas dos individuos. A selecao fenotipica vem sendo aplicada ha muito tempo,
apresentando resultados significativos, contudo, nas avaliacdes fenotipicas,

principalmente para caracteres de baixa herdabilidade, sdo necessarias técnicas
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mais elaboradas de experimentacdo para se ter uma boa aproximacao entre fenétipo
e genotipo.

Com o advento dos marcadores moleculares em meados da década de 80 um
novo caminho foi aberto para auxiliar os melhoristas na selecdo dos genoétipos
desejaveis. Os marcadores moleculares apresentam vantagens para a selecdo como
nao sofrerem influéncia ambiental e possuirem heranca mendeliana. Essas
caracteristicas aumentam a eficiéncia nos processos de selecdo e melhoramento
genético.

A MAS é uma alternativa eficiente para obtencdo de animais que possuam
caracteristicas desejaveis, além disso, possui carater permanente. A MAS vem
despontando como uma ferramenta a ser utilizada na selecédo de caracteristicas de
interesse econdmico e muitas empresas de melhoramento animal estao
implementando a MAS em programas de melhoramento de rebanhos (GEORGES,
2001).

A informacédo direta do DNA pode ajudar a fixar um alelo especifico de um
gene de grande efeito. Pode também ser usada para auxiliar a selecdo de
caracteristicas quantitativas, incluindo aquelas que podem ser selecionadas por
meio tradicional. A informacdo molecular pode aumentar a acuracia da selecéo,
dessa forma, a identificacdo de genes influenciando caracteristicas economicamente
importantes seguidas pela MAS, pode ser empregada conjuntamente com métodos
tradicionais de selecdo acelerando o ganho genético dessas caracteristicas
(PLASTOW, 2000). Em geral, a MAS é benéfica para caracteristicas de baixa
herdabilidade, limitadas pelo sexo ou de dificil mensuracéo fenotipica (MARTINEZ,
2000).

Martinez et al. (2000) citam vantagens que a MAS proporciona para 0S
melhoristas, dentre elas a selecdo de touros jovens para marcadores especificos
logo apds o nascimento. A selecdo pode ser feita bem cedo na vida do individuo,
reduzindo o intervalo entre geragfes, podem incluir todos os individuos, mesmo
agueles que ainda irdo nascer, por meio de analise do gendtipo do embrido, e dessa
forma, aumentar a intensidade de selecdo (MACHADO et al., 2001).

A MAS é uma ferramenta que pode auxiliar os programas de melhoramento
que buscam caracteristicas de producéo, bem como controle de doencas e parasitas
como o carrapato. O desenvolvimento de doencas compromete a expressao de

caracteres relacionados com a producédo, assim a selecdo para a resisténcia ira
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influenciar na selegéo para producgéo. A selegcéo para resisténcia a doengas pode ser
realizada com marcadores moleculares, evitando expor o animal a doenca e
possibilitando uma selecéo eficiente para as caracteristicas de producédo (SOLLER &
ANDERSSON, 1998).

A identificacdo de regides genbmicas associadas a resisténcia ao carrapato
irA possibilitar melhor eficiéncia para as caracteristicas de interesse ao
melhoramento. A utilizacdo da MAS para resisténcia ao carrapato bovino podera
possibilitar um menor uso de produtos quimicos para controle do parasita, menor
contaminacgao do leite e carne, menor dano ao meio ambiente e maior producao dos
animais. Mas para a utilizacdo comercial da MAS € preciso que as regidoes
gendmicas que estejam associadas a resisténcia ao carrapato sejam identificadas e

caracterizadas.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral
Reduzir o intervalo de confianca de QTL relacionados a resisténcia ao
carrapato Richephalus (Boophilus) microplus previamente identificados em

uma populacdo F2 proveniente do cruzamento Gyr x Holandés,

Objetivos Especificos
Saturar regides dos QTL identificados na populacdo F2 com a genotipagem
de marcadores microssatélites adicionais;

Realizar novas analises de associacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagcédo experimental

Os animais experimentais foram obtidos a partir do cruzamento de bovinos da
raca Holandesa e Gir, seguindo o delineamento experimental F2. Toda a populagao
F2 foi desenvolvida no campo experimental da Embrapa Gado de Leite, localizado
em Santa Monica, Valenca, Rio de Janeiro entre os anos de 1999 e 2006. A
populacao parental era formada por 27 fémeas Gir (submetidas a superovulacédo) e
quatro touros da raga holandesa. Os animais F1 foram entdo produzidos por meio de
inseminacao artificial das fémeas Gir utilizando o sémen dos touros holandeses. Os
embribes gerados foram transferidos para fémeas receptoras diminuindo o tempo
gasto para formar a populacdo. Um total de 150 animais F1 foram produzidos e
dentre eles cinco machos foram selecionados, com base no vigor, para serem 0s
progenitores da populacdo F2. Esses machos foram acasalados com setenta e sete
fémeas F1, constituindo cinco familias evitando o parentesco entre o macho e a
fémea a ele designada. Cada familia produziu, por meio de superovulacdo e
transferéncia de embrido, cerca de 80 animais, totalizando 400 animais F2. Com o
descarte de alguns animais da populacdo F2, a populacdo experimental deste

trabalho totaliza 480 animais, incluindo parentais, F1 e F2.

4.2 Avaliacao do fenaotipo

Para estimar a resisténcia do animal ao carrapato, foi utilizada a avaliacdo
absoluta realizada através da contagem das fémeas de carrapato que completam
seu ciclo apos infestacdo artificial com um nimero conhecido de larvas. A infestacéo
artificial foi realizada com 10000 larvas para cada animal sendo a contagem
realizada no dia modal da queda dos carrapatos que corresponde ao 21° dia.
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As larvas foram preparadas pelo Laboratério de Parasitologia da Embrapa
Gado de Leite, incubando-se meio grama de ovos por frasco (o equivalente a 5.000
larvas). Dois frascos contendo as larvas foram inseridos em um colar que se adapta
a regiao cervical do animal de modo que as larvas atingissem ambos os lados do
animal. O colar permanecia preso ao animal por cerca de 2 horas, tempo no qual
todas as larvas ja haviam se deslocado.

Cada animal F2 foi infestado artificialmente nas estacdes de seca e chuva e
dessa forma todos foram avaliado duas vezes durante o experimento. A avaliagao
nas duas estacOes é importante para averiguar a presenca de variacdes na resposta
do animal contra o parasita em ambas as estacdes. A estacdo de seca ocorre de
abril a setembro, com temperaturas variando de 13°C a 26°C e média de
precipitagdo mensal de 15 mm. A estacdo chuvosa ocorre entre os meses de
outubro a marcgo apresentando temperatura minima de 18°C e méxima de 30°C, a
precipitacdo média nessa estacdo é de 147 mm mensal. A avaliacdo dos fenotipos
de todos os animais foi realizada entre 2001 e 2007.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, com idade entre 13
e 15 meses, com numero de animais variando de 20 a 30 por grupo. Os animais
foram mantidos em piquete desde o momento da infestacdo até a contagem das
fémeas ingurgitadas que ocorria no 21° dia apds a infestacdo. As fémeas semi-
ingurgitadas foram contadas em um dos lados do animal e esse valor foi multiplicado
por dois para se obter um numero estimado por animal. A contagem dos carrapatos
foi feita na parte da manhd, aproximadamente até as nove horas, horario no qual a
maioria dos carrapatos se desprende do animal.

Todos os animais foram submetidos ao mesmo manejo durante todo o
periodo de avaliagdo. E importante também relatarmos que a primeira infestacio
artificial do animal ndo foi o primeiro contato deste com o carrapato, visto que esse
parasita esta naturalmente presente nas pastagens do campo experimental.

Caracteristicas adicionais que poderiam afetar a resisténcia do animal ao
carrapato também foram avaliadas: cor da pelagem, espessura da capa,
comprimento da capa e densidade de pelos. A cor da pelagem foi determinada por
avaliacao visual onde 1 correspondia aos animais totalmente claros, 2 aqueles com
predominéancia clara, 3 com predominancia escura e 4 aqueles totalmente escuros. A
espessura da capa e o comprimento da capa foram medidos com paquimetro

Mitutoyo com precisdo de 0,05 em trés locais aleatdrios do corpo do animal. A
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densidade dos pelos foi mensurada através da remocao de amostras de pelo de

uma determinada area e posterior contagem do numero de pelos naquela area.

4.3 Extracado de DNA

Amostras de sangue de toda a populacdo (Parentais, F1 e F2) foram
coletadas em tubo vacutainer contendo anticoagulante (EDTA). No caso dos touros
holandeses, quatro paletas de sémen de cada animal foram importadas dos Estados
Unidos.

O DNA gendmico foi extraido a partir dos leucdcitos utilizando o protocolo
Harllerman et al. (1988) com modificagbes. Os leucocitos foram separados do
sangue e transferidos para tubos de 2 mL, essas amostras foram lavadas com
tampdo de lise até obtencdo de um pellet claro, posteriormente foi tratado com
protinase K e em seguida as proteinas foram removidas por meio de extracao
fenol/cloroféormio. O DNA foi solubilizado em tampdo TE (10mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA) e congelado até o uso. Para extracdo de DNA de sémen, um protocolo
similar foi utilizando omitindo-se apenas o passo de lise dos leucdcitos. A qualidade
e a concentracdo do DNA foi medida por meio do espectrofotometro GeneQuant pro

(GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom).

4.4 Saturacdo de QTL com marcadores microssatélites

Sessenta e quatro marcadores microssatélites foram usados para cobrir 0s
cromossomos 2, 5, 10, 11, 21, 23 e 27. Desse total, 39 foram utilizados no trabalho
de Machado et al. (2010) e 25 novos marcadores foram adicionados para a
realizacdo do mapeamneto fino. Dessa forma os cromossomos 2, 5, 10, 11, 21, 23 e
27 foram avaliados com 10, 13, 10, 9, 8, 8 e 6 marcadores respectivamente.

Os marcadores foram selecionados no mapa de ligagdo bovino
disponibilizados pelo MARC/ARS/USDA (Meat Animal Research Center/United

States Departamento of Agriculture) no endereco eletrénico
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http://www.marc.usda.gov/genome.html. A escolha dos marcadores foi feita levando

em consideracdo a posicdo do marcador

heterozigosidade (TABELA 1).

no mapa,

nimero de alelos e

TABELA 1. Cromossomo, marcador, posicdo, heterozigosidade e numero de alelos do mapa

consenso MARC/USDA.

o

Cromossomo Marcador Posicao Heterozigosidade
Alelos

2 TGLA44 4 83 16
2 MNB-83 29 39

2 BM3010 38.90 58

2 BMS1300 50.59 58

2 BM4440 60 67 11
2 DIK4972 69.71 60 8
2 TGLA226 86 52 12
2 MB106 95.57 67 7
2 BMS2519 110 54 12
2 IDVGA-2 126 73 12
5 BM6026 6 44 10
5 BP1 17 63 16
5 BM321 38 65 7
5 BMS1617 56 65 11
5 BMS490 66 66 8
5 CSSM022 74.2 69 16
5 RMO029 81.91 70 5
5 BMS1248 91 58 19
5 DIK4329 95.54 90 9
5 ILSTS034 103 76 12
5 DIK5238 110.96 58 10
5 ETH152 122 62 6
5 MNB-71 133.08 73 11



http://www.marc.usda.gov/genome.html

TABELA 1: Continuacéo

Cromossomo Marcador Posicao Hetrozigosidade N
Alelos

10 DIK5169 0 72 8
10 BM1237 25 69 9
10 BL1035 32 54 11
10 DIK4970 39.49 70 10
10 BM875 54 58 7
10 DIK2245 60.36 73 10
10 DIK1049 70.57 51 8
10 INRAO37 79 63 16
10 BMS2641 87.46 62 4
10 BMS2614 109 67 10
11 BMS424B 15 69
11 MNB-70 24.61 59
11 INRAL177 35 73
11 BM7169 50 75 17
11 ILSTS036 61.57 77 9
11 RM150 70 60 14
11 BMS1048 81.06 60 9
11 BL1103 98 56 13
11 BMS655 117 52
21 DIK4593 1 42,0
21 DIK2272 14 49,0
21 DIK4001 30 65,0 11
21 MNB-88 45 33,0
21 DIK2913 57.06 82
21 AFZ1 68 69,0
21 BMS743 75.31 71 18
21 DIK3023 84 71,0 8

42
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TABELA 1: Continuacéo

Cromossomo Marcador Posicao Hetrozigosidade N
Alelos

23 NLBCMK15 0 59 7
23 BM1815 24,2 67 8
23 DIK2950 30.78 53 6
23 CYP21 42,4 78 11
23 RM185 52.29 69
23 BM1818 58,2 79
23 CSSM024 65.71 75 13
23 BM1905 71,6 58 11
27 BM3507 0 87 17
27 TGLAL179 5.38 52 7
27 BMS2650 12.28 83 12
27 BMS2137 21 62 6
27 CSSMO036 43 67 9
27 INRAO27 58 63 6

Marcador = adicionados no mapeamento fino, Marcador = utilizados em trabalhos anteriores.

4.5 Amplificacéo e precipitacdo do DNA

Para cada marcador foram testadas concentracbes de MgCl, de 1.5, 2.0 e
2.5mM e as temperaturas de anelamento (TA) de 48, 50, 52, 54, 56 e 58°C, a fim de
otimizar o seu funcionamento (TABELA 2). As Reacfes em Cadeia de Polimerase
(PCR) contiam 3 pyL de DNA gendmico a 15ng/uL, tampdo de PCR (1.5mM de
MgCl,, 20mM Tris pH8.3, 50mM KCI), 0.2mM de dNTPs e 0.1 ou 0.2 de primer,
totalizando um volume final de 10uL. Os primers forward foram marcados com o0s
fluoréforos FAM, HEX e TAMRA. As amplificacdes apresentavam as seguintes
etapas: desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; 10 ciclos de 94°C — 0:30 minutos, TA

acrescida de 10°C por 0:30 minutos com decréscimo de 1 °C a cada ciclo e 72°C -
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0:30 minutos; 20 ciclos de 94°C — 0:30 minutos, TA por 0:30 minutos e 72°C — 0:30

minutos; etapa final de extenséo de 72°C por 45 minutos.

TABELA 2: Cromossomo, nome do marcador, fluoréroro utilizado para marcacéo do primer forward,

concentracdo de primer, temperatura de anelamento (TA °C) e concentracdo de MgCl, (mM)

padronizados para os marcadores adicionados no mapeamento fino.

Cromossomo Marcador Fluordoforo [Primer] TA (°C) MgClx(mM)
2 BM3010 HEX 0,1 56 1,5
2 BMS1300 FAM 0,1 48 1,5
2 DIK4972 FAM 0,1 50 1,5
2 MB106 FAM 0,1 52 1,5
5 CSSM022 TAMRA 0,1 52 1,5
5 RMO029 HEX 0,1 52 15
5 DIK4329 HEX 0,1 50 1,5
5 DIK5238 TAMRA 0,1 50 1,5
5 MNB-71 HEX 0,1 54 1,5
10 DIK5169 FAM 0,2 52 15
10 DIK4970 TAMRA 0,1 50 15
10 DIK2245 TAMRA 0,1 54 1,5
10 DIK1049 HEX 0,1 48 1,5
10 BMS2641 HEX 0,1 52 15
11 MNB-70 FAM 0,1 50 1,5
11 ILSTS036 FAM 0,1 50 1,5
11 BMS1048 FAM 0,1 54 1,5
21 DIK2913 FAM 0,1 50 1,5
21 BMS743 TAMRA 0,1 56 1,5
23 NLBCMK15 HEX 0,1 48 1,5
23 CSSM024 HEX 0,1 58 1,5
23 RM185 FAM 0,2 54 15
23 DIK2950 FAM 0,1 58 1,5
27 TGLA179 FAM 0,2 56 2,5
27 BMS2650 FAM 0,1 56 1,5
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As reacoes de PCR foram precipitadas com 3 pL de acetato de amonio 2,5M
e 30 pL alcool etilico 96% e centrifugadas por 30 minutos. Em seguida foram
adicionados 30 pL de alcool etilico 70% e realizada 2 centrifugacfes de 1 minuto
cada, sendo a segunda para retirada do alcool. O DNA foi ressuspendido em 20 pL
de 4gua e congelado até o uso.

Multiplex foram montados com os marcadores microssatélites para deteccéo
de acordo com o tamanho dos alelos e fluorescéncia de cada marcador. Os produtos
das amplificacbes foram detectados por meio de eletroforese capilar utilizando o
equipamento MegaBace 1000 (GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom).
Os gendtipos foram analisados no programa Fragment Profiler (GE Healthcare,
Buckinghamshire, United Kingdom) e os dados exportados para uma planilha Excel

(Microsoft Corporation, Redmond, WA).
4.6 Analises Estatisticas

As informacbes de frequéncia alélica, heterozigosidade observada (Ho),
heterozigisidade esperada (He) e conteudo de informacdo polimorfica (PIC) foram
calculados utilizando o programa Cervus 2.0 (MARSHALL et al., 1998), que utiliza as

seguintes equacoes:

Z zpiz :F'_;l2

jTitl

Pff:i—Z Bl -
i

n—1
i=1

piZKi/N

Em que: K; € o numero de observagbes do aleloi (i=1,..., m)
N é o numero total de informacdes

pi e pj sdo as informacdes da frequéncia dos alelos
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4.7 Construcéo dos mapas de ligacao

Os mapas de ligagdo dos cromossomos em estudo foram gerados utilizando o
programa Crimap (GREEN et al., 1990), para isso foi montado um arquivo com
dados de genealogia e genoétipo para toda a populacdo. O programa Crimap
determina a ordem dos marcadores e a distancia entre eles utilizando os genotipos
disponibilizados. A ordem dos marcadores é determinada levando em consideracao
0s maiores valores de Log;o da méaxima verossimilhanca (LOD — Logarithm of the
likelihood of the odds). Os mapas de ligacdo foram construidos pelo método de
maxima verossimilhanca utilizando a funcédo de Kosambi, essa fungéo transforma as
taxas de recombinacdo em distancia de mapa em centiMorgans (cM). O mapa
consenso disponibilizado por MARC/USDA serviu de base para todas as
comparacdes realizadas no presente trabalho, esse mapa foi gerado a partir de
diversos trabalhos com diferentes racas: Angus, Australian Friesian, Boran,
Brahman, Brangus, Charolés, Gelbvieh, Gir, Hereford, Holandés, InduBrasil, Nelore,
N’'Dama, Normando, Piemontese, Sahiwal e Simental (BISHOP et al., 1994;
BARENDSE et al., 1997).

4.8 Analises para deteccdo de QTL

As analises para identificacdo de QTL foram realizadas por mapeamento de

intervalos em populacao F2 utilizando o software GridQTL (http://www.gridatl.org.uk).

As analises primarias consistiam na determinacdo das probabilidades de
Identidadde-Por-Descendéncia (IBD) para localizacdo das regides cromossémicas
referentes aos dados de marcadores mdultiplos e, posteriormente, adequou-se o
modelo estatistico as observagdes e aos coeficientes de IBD (SEATON et al., 2006).
A segunda etapa de analise consistiu na analise de regresséo dos dados fenotipicos
e os coeficientes previamente calculados. Essa analise permitiu adicionar variaveis
como efeitos fixos e covariaveis. No trabalho foram usados como efeitos fixos
grupo_ano e cor de pelagem na estacdo de seca e grupo_ano na estacao de chuva.

Como covariavel a espessura da capa foi usada nas estacdes de chuva e seca.


http://www.gridqtl.org.uk/
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Os modelos aditivo e aditivo e dominante foram utilizados nas analises do

GridQTL seguindo as férmulas para os dois modelos respectivamente:

Yie = G +C; + B(Cippe — C) + caat e,

}?i_:l'k = Gi + C}' + b{f.'z-}-k - C_}‘l‘ Cﬂﬂ-‘l‘ Ca d+ ei_:l'k

Sendo,

Yik = Valor observado — fenétipo

G; = efeito fixo grupo_ano

C; = efeito fixo cor da pelagem j, j = 1, 2, 3, 4, (somente na estacdo de seca)

b(Ci; — C) = ajuste para a covariavel — espessura da capa

Os valores de c, e ¢4 sao fungcbes das probabilidades condicionais do QTL

dado o gendtipo dos locus e sdo calculados da seguinte forma:

ce =P(QQ)— Plgq) e cqg = P(Qq)

Em que:

P(QQ) = probabilidade de homozigotos para os genoétipos do QTL
provenientes dos animais da racga holandesa, dado o marcador (MiM;; M;M));

P(qq) = probabilidade de homozigotos para os genétipos do QTL provenientes
da raga Gir, dado o marcador (MiM;; M;M));

P(Qq) = probabilidade de heterozigose para os genotipos do QTL, dado o
marcador (MiM;; MM;).

Os limiares de significancia a nivel cromossémico de 1% e 5% foram
calculados pelo programa GridQTL baseados em 10.000 permutac¢des (CHURCHILL
e DOERGE, 1994). O intervalo de confianca foi obtido através da aproximacéo de

Qui-Quadrado (X?) conforme descrito por Pérez-Enciso et al. (2000).
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A proporgéo da variacéo fenotipica explicada pelo QTL foi calculada conforme
descrito por Kim et al. (2003):

¢? =100 X [(SQH, — SQH,)]*/ SQH,

Em que:

SQH, = soma de quadrados obtida no modelo reduzido, ou seja, ha auséncia
de QTL

SQH, = soma de quadrados obtida do modelo completo, ou seja, ha presenca
do QTL

O nivel de significancia a nivel genémico (1% e 5%) foi calculado seguindo a

correcao de Bonferroni de acordo com a equagao:

P Cromossomo — 1-(1- Pgenoma)r

Onde r representa a contribuicéo relativa do cromossomo.

4.9 Busca por genes naregido do QTL

A localizagédo de genes nas regidbes onde os QTL foram identificados foi

realizada por meio de busca nos sites http://www.ensembl.org/index.html e

http://genomes.arc.georgetown.edu/drupal/bovine/, também foi visitado o site

http://www.genome.iastate.edu/cgi-bin/QTLdb/BT/index para localizacdo dos QTL

gue anteriormente foram depositados nesses bancos de dados. Somente os genes
gue possivelmente tivessem maior efeito sobre a resisténcia ao carrapato foram

selecionados.


http://www.ensembl.org/index.html
http://genomes.arc.georgetown.edu/drupal/bovine/
http://www.genome.iastate.edu/cgi-bin/QTLdb/BT/index
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Scoring dos Marcadores microssatélites

O scoring dos alelos dos marcadores microssatélites foi inicialmente feito para
a populacdo parental, onde foram identificados todos os alelos existentes na
populacdo. Aqueles alelos ndo encontrados na populacao parental foram eliminados
para facilitar o scoring gerando um “bin set” ajustado que posteriormente foi
exportado para analises da populagdo F1 e F2. O “bin set” ajustado € de grande
importancia para manter um padrao de deteccdo dos alelos entre as placas de PCR
analisadas, dessa forma as analises se tornam mais precisas por diminuir a chance
de erros (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Representacao grafica obtida com o programa Fragment Profiler mostrando o padrdo
eletroforético do primer 2-8. Cada gréfico representa um animal heterozigoto, com seus respectivos
alelos (163, 167) e (169, 171). O “bin set” foi ajustado para analise das populacfes F1 e F2 com a

exclusdo dos alelos ausente nos parentais, neste caso 145 ao 161 e 175, 177 e 179.
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Foram realizadas 12.000 genotipagens referentes aos 480 animais que
incluem parentais, F1 e F2 utilizando 25 novos marcadores microssatélites. Para os
64 marcadores analisados foi possivel identificar 539 alelos com média de 8.4 alelos
para cada marcador na populacdo. Com relacdo aos 64 marcadores, o que
apresentou o maior numero de alelos foi CYP21 (15), os marcadores BM321 e
DIK2272 apresentaram o menor numero de alelos (3). Levando em consideracéo os
marcadores adicionados para o MF o marcador DIK5169 apresentou maior nimero
de alelos (14) e BM3010 juntamente com RM029 o menor nimero de alelos (4).
Somente 10 marcadores apresentaram o mesmo numero de alelos que o mapa
consenso, 34 marcadores apresentaram menor numero de alelos e 20 apresentaram
maior numero de alelos que o mapa consenso (TABELA 3). Para o mapa consenso,
623 alelos foram descritos, com média de 9.7 alelos por marcador. A diferenca no
namero de alelos j& era esperada visto que, a construcdo do mapa de referéncia foi
realizada com uma grande variedade de racas e dessa forma uma maior diversidade
foi encontrada.

Foi possivel detectar uma média de falhas de 1,86% em toda a populacéo.
Esse valor encontra-se dentro do esperado pelo fato de algumas amostras de DNA
serem antigas e com isso a qualidade do material pode ter diminuido, além disso,
erros durante a etapa de amplificacdo e injecdo no sequenciador automatico
ocorrem normalmente. Com o objetivo de diminuir a porcentagem de erros e
aumentar os dados genotipicos, reacdes de PCR e inje¢cdes no sequenciador
automatico foram repetidas com o0s marcadores que nao apresentaram bons
resultados. Varios marcadores tiveram 100% de aproveitamento e ndo apresentaram
falhas, o marcador com maior numero de falhas foi CSSM022 (11,5%) (TABELA 3).
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TABELA 3: Cromossomo, marcador, nimero de alelos do mapa consenso MARC/USDA, ndmero de alelos encontrados na populagcdo F2 da Embrapa Gado

de Leite, posicdo dos marcadores em centimorgans (cM) no mapa MARC/USDA, posicdo dos marcadores em centimorgans (cM) na populacdo F2 da

Embrapa Gado de Leite e as falhas referentes a cada marcador.

Cromossomo Marcador Alelos Alelos Posicéao Posicéao Falhas Falhas ET-Rox % Falhas
MARC/USDA Embrapa MARC/USDA Embrapa PCR 400

2 BM3010 6 4 38,9 32,5 11 1 2,5
2 BMS1300 7 7 50,6 49,2 6 1 15
2 DIK4972 8 10 69,7 63,3 7 1 1,7
2 MB106 7 7 95,6 99,2 5 2 1,7
5 CSSM022 16 7 74,2 113,7 40 15 115
5 RM029 5 4 81,9 125,6 24 10 7,1
5 DIK4329 9 10 95,5 153,1 6 11 3,5
5 DIK5238 10 9 111 1747 0 0 0

5 MNB-71 11 13 133,1 202,4 4 0 1,3
10 DIK5169 8 14 0 0 0 0 0

10 DIK4970 10 11 39,5 52,9 0 0 0

10 DIK2245 10 8 60,4 88,9 1 2 1,7
10 DIK1049 8 10 70,6 117,4 0 0 0

10 BMS2641 4 6 87,5 164,3 2 2 1,7
11 MNB-70 9 13 24,6 18 1 2 0,6
11 ILSTS036 9 10 61,6 55,7 1 2 0,6
11 BMS1048 9 7 81,1 80,4 2 0 1,3
21 DIK2913 9 12 57,1 63,5 7 2 1,9
21 BMS743 18 11 75,3 89,1 5 1 15
23 NLBCMK15 7 11 0 0 6 7 2,7
23 DIK2950 6 8 30,8 29,9 3 2 1

23 RM185 8 7 52,3 53,6 5 1 15
23 CSSM024 13 10 65,7 77,7 4 2 1,3
27 TGLA179 7 7 5,4 15 9 5 2,3
27 BMS2650 12 13 12,3 32,4 4 1 1
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5.2 Estatistica descritiva dos marcadores microssatélites

A heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e
conteddo de Informag&o Polimorfico (PIC) foram utilizados para verificar o grau
de polimorfismo dos marcadores. A média de Ho na populacdo F2 foi 0,79 e no
mapa MARC 0,64. O marcador que apresentou o maior valor de Ho foi CYP 21
(0,96) e o menor BM3010 (0,46). Segundo Ott (1992) um loco é considerado
polimorfico se Ho apresentar valor superior a 0,1 e altamente polimorfico se
superior a 0,7. Dos 64 marcadores utilizados, 53 marcadores apresentaram Ho
superior a 0,7 sendo dessa forma considerados altamente polimérficos. A
meédia do PIC na populacédo F2 foi de 0,72, o marcador CYP21 apresentou o
maior valor de PIC (0,88) e BM3010 o menor valor (0,39) (TABELA 4).
Segundo Botstein et al. (1980), PIC superior a 0,5 é considerado altamente
polimorfico, entre 0,25 e 0,5 moderadamente polimoérfico e inferior a 0,25 pouco
polimorfico. Seguindo esse critério, 96,8% dos marcadores utilizados na
populacdo F2 sao altamente polimérficos e somente 2% moderadamente
polimérficos. Valores de PIC sdo comumente utilizados para indicar a qualidade
de um marcador em estudos genéticos podendo ser utilizados em analises de
segregacao, identificacdo de populacado e teste de paternidade. Com base nos
altos valores de PIC e grande quantidade de alelos um painel de marcadores
para teste de paternidade e genealogia poderia ser construido para posterior
utilizacdo nesses tipos de estudos. Dentre os marcadores que poderdo ser
utilizados em testes de paternidade podemos destacar BM4440, MNB-71,
CYP21 e BMS 2650.



53

TABELA 4: Marcador, Heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e

contetdo de informagéo polimorfico (PIC) na populacédo F2.

Marcador Ho He PIC
TGLA44 0,90 0,84 0,82
MNB-83 0,69 0,65 0,58
BM3010 0,46 0,47 0,39
BMS1300 0,76 0,69 0,64
BM4440 0,92 0,87 0,86
DIK4972 0,83 0,77 0,74
TGLA226 0,86 0,79 0,75
MB106 0,93 0,74 0,71
BMS2519 0,85 0,82 0,79
IDVGA-2 0,89 0,83 0,81
BM6026 0,88 0,79 0,75
BP1 0,62 0,66 0,62
BM321 0,54 0,50 0,43
BMS1617 0,85 0,76 0,73
BMS490 0,83 0,79 0,76
CSSM022 0,77 0,75 0,71
RM029 0,56 0,60 0,54
BMS1248 0,73 0,69 0,65
DIK4329 0,75 0,70 0,66
ILSTS034 0,84 0,81 0,79
DIK5238 0,89 0,85 0,83
ETH152 0,71 0,65 0,59
MNB-71 0,83 0,85 0,84
DIK5169 0,82 0,77 0,73
BM1237 0,86 0,80 0,78
BL1035 0,90 0,85 0,83
DIK4970 0,81 0,77 0,74
BM875 0,79 0,79 0,76
DIK2245 0,81 0,78 0,75
DIK1049 0,67 0,62 0,57
TGLA44 0,90 0,84 0,82
BMS2641 0,73 0,67 0,61

Marcador Ho He PIC
BMS2614 0,85 0,80 0,77
BMS424B 0,86 0,84 0,82
MNB-70 0,89 0,84 0,81
INRA177 0,79 0,77 0,74
BM7169 0,78 0,74 0,71
ILSTS036 0,82 0,79 0,77
RM150 0,84 0,83 0,81
BMS1048 0,68 0,66 0,63
BL1103 0,87 0,78 0,75
BMS655 0,68 0,67 0,62
DIK4593 0,89 0,81 0,78
DIK2272 0,59 0,60 0,52
DIK4001 0,83 0,81 0,78
MNB-88 0,79 0,79 0,76
DIK2913 0,85 0,78 0,75
AFZ1 0,72 0,83 0,81
BMS743 0,81 0,81 0,78
DIK3023 0,65 0,63 0,56
NLBCMK15 0,91 0,85 0,83
BM1815 0,90 0,84 0,82
DIK2950 0,73 0,71 0,67
CYP21 0,96 0,89 0,88
RM185 0,84 0,75 0,71
BM1818 0,82 0,79 0,76
CSSM024 0,76 0,74 0,70
BM1905 0,91 0,86 0,85
BM3507 0,74 0,71 0,68
TGLA179 0,84 0,72 0,67
BMS2650 0,88 0,86 0,85
BMS2137 0,63 0,72 0,68
CSSM036 0,76 0,79 0,76
INRAO27 0,77 0,72 0,67
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5.3 Mapa de ligacao

Novos mapas de ligacdo foram construidos para a populacédo F2, ja que
h& variacbes de acordo com o numero de marcadores, nimero de animais
utilizados e do tipo da populacdo que esta sendo usada (LYNCH & WALSH,
1998).

Para a construcdo dos mapas de ligacédo, foi montada uma planilha no
programa Excel onde os dados de gendtipos foram organizados por familias
com informagfes de pais e avls para cada conjunto de irmaos completos na
populacao F2. Essa tabela continha informacdes de 955 animais, considerando
as repeticdes de pais e avos, organizados em 92 familias. A acuracia do mapa
de ligagdo esté diretamente relacionada com o ndamero de individuos usados
nas andlises para gerar o0 mapa, pois quanto maior o nimero de meioses
informativas, maior a chance de detectar-se recombinacdo entre pequenas
distancias. Dessa forma, quanto menos eventos de recombinacfes, menor sera
a acuracia para determinar o intervalo entre os marcadores.

Os mapas gerados nos estudos da populacdo F2 diferiram quanto a
posicdo dos marcadores e tamanho do mapa quando comparados ao mapa de
referéncia, contudo a ordem dos marcadores permaneceu inalterada. Os
cromossomos 2, 5, 10, 21, 23 e 27 apresentaram menor tamanho quando
comparados ao MARC, sendo que mapa do cromossomo 11 mostrou-se maior
no mapa de referéncia (TABELA 5). Tal fato pode ser explicado pela menor

guantidade de meioses informativas detectadas na populacéo F2.

TABELA 5: Tamanho do mapa cromossémico apds analises (Embrapa) comparados ao
tamanho do mapa disponibilizado MARC/USDA.

Cromossomo Tamanho mapa Tamanho mapa
Embrapa MARC/USDA
2 126 140
5 133 202
10 109 184
11 117 111
21 84 122
23 71 88

27 58 75
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5.4 Mapeamento Fino de QTL associados a resisténcia ao carrapato

bovino

Novas andlises de associagdo foram realizadas nos cromossomos 2, 5,
10, 11, 21, 23 e 27 confirmando a presenca dos QTL encontrados por Machado
et al. (2010). Os QTL encontrados no BTA 2 e 27 foram significativos a
Pc<0.05, aqueles localizados no BTA 5, 10, 11, 21 e 23 foram significativos a
Pc<0.01. Somente o BTA 23 apresentou QTL a nivel genbmico de 1%
(TABELA 6).

No BTA2 foram adicionados 4 novos marcadores e as novas analises de
associacao foram feitas com 10 marcadores. O QTL (Pc<0.05) foi confirmado
na estacao seca utilizando o modelo aditivo e dominante. Ap6s a adi¢do de
novos marcadores o I.C. sofreu reducéo de 22 para 10 cM (FIGURA 4). Esse
cromossomo possui grande interesse para a bovinocultura, pois nele esta
localizado o loco da hipertrofia muscular bovina que confere ao animal a
caracteristica de musculatura dupla. Trabalhos realizados por Charlier et al.
(1995) posicionaram o marcador TGLA44 a 2 cM desse loco, 0 mesmo
marcador foi utilizado no presente estudo. O BTA 2 tem alta similaridade com o
cromossomo 2 de humanos (HSA 2). Estudos mostram que a maior parte do
BTA2 corresponde ao (HSA2) exceto por uma pequena porcao telomérica que
corresponde a HSA1p34-36 (HAYES 1995; SOLINAS-TOLDO et al. 1995;
CHOWDHARY et al., 1996). Por meio dessa sintenia € possivel localizar genes
e observar suas fungbes mesmo que ainda ndo tenham sido bem descritos em
bovinos. Dentre os varios genes presentes no |.C. do QTL identificado no BTA
2, podemos destacar o gene que codifica a proteina CXCR4. Essa proteina
corresponde a um receptor de quimiocina que juntamente com seu ligante,
CXCL12, séo essenciais no desenvolvimento de linfocitos, diferenciacdo de
células T, homeostase, adeséo celular, migragéo celular, inflamacéo, apoptose
celular, metastase de tumor, etc. (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2002; SUZUKI
et al., 2001; MULLER et al., 2001; PROUDFOOT et al., 1999; ZOU et al.,1998).
Kabashima et al. (2007) encontraram CXCR4 altamente expresso nas células
dendriticas cutdneas durante o processo de migracdo, dessa forma eles

concluiram que a presenca do complexo CXCL12-CXCR4 nas ceélulas
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dendriticas cutdneas tem um importante papel na iniciagcdo da resposta imune

na pele potencializando a migracdo das células dendriticas e contribuindo no

processo inflamatdrio. Antigenos expostos sao levados do sitio de alimentacéo

do carrapato pelas células dendriticas (CDs), que processam e apresentam

esses antigenos para os linfocitos T, iniciando uma resposta imune celular ou
mediada por anticorpos (ALLEN et al, 1979; LARREGINA & FALO, 2005).

TABELA 6: Resultado do mapeamento fino na populacdo F2 mostrando a estacdo em que o

QTL foi detectado, o valor de F, posi¢éo onde foi detectado o QTL, intervalo de confianga (I.C.),

efeito aditivo e dominante e a porcentagem da variagéo fenotipica explicada pelo QTL (o° %).

Valor F Posicdo IC Inicio Final Efeito Efeito
BTA  Estagao AD cM cM ICcM ICcM Aditivo Dominante 0%
2 Seca 6 6,73 56 10 50 60 -0,198 -0,311 4,1
5 Chuva 12,02 6,8 143 8 141 149 -0,359 0,349 3.8
10 Seca 11,72 5,95 61 27 43 70 0,313 -0,08 3,6
11 Chuva 16,62 8,3 41 19 35 54 0,383 0,014 4,7
21 Chuva 14,32 7,5 103 26 89 115 0,42 0,174 4,3
23 Chuva 21,71 10,9 73 13 67 80 0,423 -0,077 6,4
23 Seca 19,01 10,6 47 12 41 53 0,36 0,218 5,7
27 Chuva 9,63 48 0 7 0 7 0,3 0,036 2,9
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FIGURA 4: Valores de F para o cromossomo 2 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente & estac@o de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas sao referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sao
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significaAncia do

QTL & nivel cromossdmico; Pg = nivel de significAncia do QTL a nivel genémico.

As novas analises no BTA 5 foram realizadas com 13 marcadores, cinco
dos quais foram adicionados para o mapeamento fino. Nesse cromossomo foi
confirmado o QTL (Pc<0.01) na estag&o chuvosa utilizando modelo aditivo que
mostrou-se negativo. O |.C sofreu reducao significativa de 12 cM, passando de
20 para 8 cM (FIGURA 5). O efeito aditivo negativo indica que os animais da
raca Holandesa possuem um menor numero de carrapatos, sendo assim esses
animais seriam resistentes ao carrapato possuindo genes que atuam contra o
parasita. Tal resultado reforca a teoria que nenhuma raca € totalmente
resistente ou susceptivel ao carrapato. Varios genes foram descritos na regido
onde foi detectado o QTL, dentre eles o gene IL2RB (Receptor de interleucina 2
Beta), CLC7A em humanos CLEC7A (C-type lectin domain family 7, member A)

e também FGF6 (Fator de crescimento de fibroblasto). IL2RB €& uma
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subunidade que juntamente com IL2Ra e IL2Ry formam o receptor de IL-2.
Além de participar da formacao do receptor de IL-2 ele também faz parte do
receptor de IL-15. Linfécitos T em repouso expressam baixos niveis de
complexos IL2Rafy. A expressdo da subunidade B € aumentada quando os
linfécitos T CD4+ e CD8+ sédo ativados. As principais fungfes da IL-2 ligada ao
seu receptor sdo: sobrevivéncia e manutencdo da funcdo das células T
regulatorias suprimindo resposta contra antigenos; sobrevivéncia, proliferacao
e diferenciacdo de linfocitos T ativados por antigeno; proliferacdo e
diferenciacéo de células natural killer; em linfocitos B a IL-2 parece atuar como
estimulo para sintese de anticorpos (ABBAS et al., 2008; COMMINS et al;,
2009). Piper et al. (2009) analisaram entre outras caracteristicas a expressao
de IL-2 e a subunidade IL2a no sangue das racas Brahman e holandesa e
verificou uma maior expressdo nos animais Brahman que s&do zebuinos e
consequentemente mais resistentes ao carrapato que os taurinos. Como 0s
animais tiveram maior expressado de IL2a espera-se também que a expressao
de IL2B também seja significantemente maior ja que ela é essencial para a
formacao do receptor de IL-2 juntamente com IL2a. O CLC7A é um receptor de
superficie celular que reconhecem moléculas de patdgenos e dessa forma
direcionam a resposta imune. Ela é altamente expressa em células dendriticas,
monaocitos, macréfagos, neutrofilos, células B e T CD4+ (HERRE et al., 2004).
Willcocks et al. (2006) identificaram e estudaram a expressao génica desse
gene em bovinos, além de descreverem a expressdo em algumas células do
sistema imune como NK, mondcitos, macréfagos e células dendriticas. Ainda
de acordo com esse trabalho, CLC7A foi detectado em infec¢cbes bacterianas.
CLC7A é de grande importancia no controle de infec¢des fungicas e como
mostrado no trabalho citado anteriormente também esta envolvido na defesa
de infeccbes bacterianas e dessa forma pode representar um importante gene
candidato envolvido na resisténcia de algumas doencas. Como o carrapato €
vetor de outras infecgbes, principalmente um carreador de infeccdes
bacterianas, esse gene pode representar um elo para controle dessas
infeccbes e consequentemente desencadearem resposta contra o carrapato.
De acordo com os dados mostrados por Willcocks et al. (2006) este gene esta
localizado proximo ao marcador BM1248 sendo que o mesmo marcador foi

utilizado no presente estudo e dessa forma podera ser usado para direcionar
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na localizacdo do gene. O BTA5 possui outros genes de importancia como
IFNy e IGF-1 sendo o ultimo localizado a 15,4 cM do marcador BMS1248
(MACHADO et al., 2003). O IFNy é secretado pelos linfécitos T citotdxico
CD8+, CD4+, células NK, células B e células apresentadoras de antigeno,
atuando na regulacdo da resposta imunolégica. O IGF1 atua como modulador
de crescimento, fungcdo metabdlica do sistema nervoso central, sobrevivéncia
de oligodendrécitos e mielinizacdo. Ozawa et al. (2000) mostraram por meio de
mapeamento comparativo grupos sinténicos entre BTA5 e HSA12, HSA22,
MMU6, MMU10 e MMU15 e a localizagdo dos genes IGF1 e IFNy nessas

regioes.
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FIGURA 5: Valores de F para o cromossomo 5 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas séo referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sao
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significancia do

QTL a nivel cromossdmico; Pg = nivel de significancia do QTL a nivel genémico.

No BTA 10, apos a adi¢cao de cinco marcadores foi possivel confirmar a
presenca dos dois QTL encontrados na estacdo de seca por Machado et al.
(2010) porém com picos mais definidos. Esse QTL sofreu a maior redugéo de
[.C. O intervalo inicial de 47 cM né&o possibilitava a distingdo entre os dois
picos, com a reducao desse intervalo para 27cM foi possivel distinguir as duas
regides do QTL (FIGURA 6). Band et al. (2000) e Hayes et al. (2003)
demonstraram sintenia conservada entre o BTA10, HSA14 e MMU12 que
posteriormente foi confirmada com o mapeamento fisico feito por Kuiper et al.
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(2005). Esses trabalhos facilitaram a identificagdo de genes presentes no BTA
10 para posteriores estudos de expressao e funcionamento de tais genes em
bovinos. Um dos genes presentes no I.C. € RasGRP1, a proteina produzida por
este gene tem papel essencial na sinalizacdo de receptores de células T,
sinalizacdo mediada por IgE e na sinalizagdo que leva ao funcionamento de
células NK (LEE et al., 2009). Estudos de Dower et al (2000) mostraram que 0
desenvolvimento das células T € parcialmente bloqueado em animais
RasGRP1-/-, 0 que mostra a grande importancia desse gene no processo de
resposta imunoldgica para o animal.

No BTA 11, o QTL (Pg<0.05) previamente identificado por Machado et
al. (2010) foi confirmado na estacdo chuvosa e o intervalo de confianca sofreu
uma pequena reducao passando de 26 para 19 cM (FIGURA 7). A reducéo no
intervalo de confianca foi relativamente pequena, contudo o pico gerado
mostrou-se mais definido que o anterior apds a adicdo dos marcadores. O
mapa comparativo (SOLINAS-TOLDO et al., 1995) mostrou que o ha sintenia
entre BTA1l e HSA2. Nesse cromossomo foram descritos o gene CD8A e
varios genes da familia da Interleucina 1(IL1), dentre eles o IL1A e seu receptor
ILLRA (YOO et al. 1994) e IL1B (LOPEZ-CORALLES et al., 1998). O gene
CD8A produz proteinas de superficies para células T que media a interacao
entre células no sistema imunolégico. Estudos realizados por Constantinoiu et
al. (2010) mostraram o padrédo de células que participam da resposta imune
frente a infestacdo pelo carrapato sendo a presenca de CD8+ foi mais
significativa na pele dos animais zebuinos que taurinos. O mesmo estudo
também demonstrou o comportamento de CD8+ durante todo o periodo de
infestacdo avaliado. J& os membros da familia da IL1 sdo conhecidos por
atuarem na resposta inflamatdria, infecciosa que possui um papel essencial na
imunidade inata, sendo altamente induzido apds a sinalizacdo por receptores
toll-like. Esses receptores atuam na detec¢cdo de invasdo de bactérias e virus,
contudo também reconhecem moléculas produzidas por tecidos danificados
(TIZARD, 2004) que é o ocorrido na fixagdo do carrapato, dessa forma, esses
genes podem ser importantes na resposta do animal frente a infec¢des

causadas por esse parasita.
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FIGURA 6: Valores de F para o cromossomo 10 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas séo referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sao
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significAncia do

QTL a nivel cromoss6émico; Pg = nivel de significancia do QTL a nivel genémico.
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FIGURA 7: Valores de F para o cromossomo 11 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas sao referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sdo
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significAncia do

QTL a nivel cromoss6émico; Pg = nivel de significancia do QTL a nivel genémico.

No cromossomo 21, um QTL (Pg<0.05) foi detectado na estagéo
chuvosa usando o modelo aditivo em um I.C. de 26 cM, anteriormente de 36¢cM
(FIGURA 8). Oito marcadores foram utilizados para fazer as analises nesse
cromossomo, sendo dois deles adicionados para o mapeamento fino. Jiang et
al. (2002) avaliaram regidbes conservadas entre humanos e bovinos e
identificaram sintenia entre o0 BTA21 e HSA14, HSA15. Além do QTL para
resisténcia ao carrapato, foi também encontrada, nessa regidao, QTL para peso

de carcaca (MCCLURE et al.,2010), carga de nematodides gastrointestinais
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(COPPIETERS et al., 2009), producgéo de leite (BAGNATO et al., 2008) dentre
outros. A coincidéncia da presenca de QTL relacionados com carga de
parasitas intestinais e resisténcia ao carrapato da indicios que nessa regiao
pode haver genes atuando nas duas caracteristicas e que animais resistentes a
carrapatos podem ser também resistentes a helmintos ou outros parasitas.

O BTA23 apresentou o QTL mais significativo (Pg<0.01). Nesse
cromossomo foi detectado QTL em ambas as estacbes. O intervalo de
confiangca manteve-se inalterado na estacdo seca (12 cM) e sofreu uma
pequena reducdo na estacdo chuvosa passando de 17 para 14 cM (FIGURA
9). A adicdo de novos marcadores no BTA 23 ndo ocasionou a reducgdo
esperada no I.C. do QTL encontrado anteriormente, mas resultou na deteccao
de um novo QTL na estacdo seca nao identificado por Machado et al.(2010). A
presenca do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) bovina
denominado BoLA, fez com que esse cromossomo fosse o mais bem estudado
e caracterizado (FRIES et al.,, 1993). Esses genes sao particularmente
interessantes para o melhoramento animal, pois estdo associados a resposta
imunoldgica e a caracteristicas produtivas. Martinez et al (2006) demonstrou o
efeito do loco BoLADBR3 na resisténcia ao carrapato na populagdo F2 em
estudo, o mesmo loco apresentou associacdo com producdo de leite em
bovinos da raca Gir (Machado et al., 2005). Na regido inicial do cromossomo
onde foi detectado o QTL foi possivel identificar a presenca dos locos DYA,
DOA, DMA e DMB pertencentes a classe llb do BoLA. Os genes DY séo
encontrados somente em ruminantes e possuem similaridade com os genes
DQA1 e DQB2 em humanos, que normalmente exibem baixo nivel de
polimorfismo e sdo expressos em células dendriticas (BALLINGALL et al.,
2004). Os genes DM em humanos e camundongos possuem funcdo na
apresentacao de antigenos via MHC de classe Il (ALFONSO & KARLSSON,
2000), onde DOA e também DOB codificam proteinas que podem estar
atuando na regulagéo da funcédo da molécula DM. Em bovinos, os genes DM e
DO tem sido sequenciados a partir de cDNA utilizando primers derivados do
sequenciamento humano. Além dos genes citados acima, a regido referente a
classe llb do BoLA contém os genes TAP1 e TAP2 que codificam moléculas
envolvidas no transporte de peptideos.
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FIGURA 8: Valores de F para o cromossomo 21 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas séo referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sao
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significancia do

QTL a nivel cromossémico; Pg = nivel de significAncia do QTL a nivel genémico.
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FIGURA 9: Valores de F para o cromossomo 23 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas séo referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sédo
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significAncia do

QTL & nivel cromossdmico; Pg = nivel de significAncia do QTL a nivel genémico.

No BTA27 as novas analises foram realizadas com seis marcadores que
confirmou a presenca de um QTL (Pc<0.05) na estacdo chuvosa no inicio do
cromossomo utilizando o modelo aditivo (FIGURA 10). Este QTL foi encontrado
em um intervalo de confianca de 7 cM. Dentro do mesmo intervalo de confianga
foram detectados QTL relacionados a porcentagem de gordura no leite (RON et
al.,2004), producao de leite (BAGNATO et al., 2008), producéo de gordura no
leite (ASHWELL et al.,, 2004), contetdo de células somaticas (KUHN et al.,

2003). Estudos de mapeamento comparativo revelaram uma conservada
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sintenia entre 0 BTA27 e HSA4 e HSA8 (HAYES, 1995; SOLINAS & TOLDO et
al., 1995). O BTA 27 abriga o cluster de genes da beta defensina que se
localiza em HSA8p23-p22 (GALLAGHER et al., 1995). As betas defensinas sao
peptideos antimicrobianos, quimiotaticos para células dendriticas imaturas e
céluas T de memdria e participam da resposta imune inata. Elas regulam a
expressdo de citocinas, estimulam proliferacdo de células epiteliais e
fibroblastos e promove a liberacdo de histamina dos mastdcitos (YANG et al.,
1999). Todos os fatores citados acima podem estar relacionados de forma
indireta ou direta contra o carrapato fixado no bovino. As células dendriticas
como ja mencionado sdo de extrema importancia para a apresentacdo de
antigenos e precisam ser atraidas para o local da injaria provocada pelo
carrapato e a partir de entdo ativar células T que fardo a defesa do organismo.
Além disso, as betas defensinas estimulam a proliferacdo das células epiteliais
no local lesionando, auxiliando na cicatrizacdo e evitando dessa forma que

ocorram outros tipos de infeccdes.
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FIGURA 10: Valores de F para o cromossomo 27 utilizando o modelo aditivo (A) e aditivo +
Dominante (B). A linha em verde é referente a estacdo de chuva e a azul a seca. As setas
vermelhas sao referentes aos marcadores utilizados antes do Mapeamento Fino e as azuis sao
referentes aos marcadores adicionados no Mapeamento Fino. Pc = nivel de significAncia do

QTL & nivel cromossdmico; Pg = nivel de significAncia do QTL a nivel genémico.

Por mais que os genes descritos nas regides onde foram localizados os
QTL possam néo estar atuando diretamente contra o carrapato, eles podem
estar de forma indireta auxiliando no controle de infecgbes secundarias
causadas por bactérias que estdo associadas ao parasita além de contribuirem
para ativacdo da resposta imune, pois muitos genes participam de vias que
levam a resposta contra o carrapato.

Outros estudos devem ser realizados apdés o mapeamento fino nos
cromossomos onde foram detectados os QTL. A busca detalhada por genes

candidatos, identificacdo de SNP nas regides onde foram identificados QTL
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além do estudo desses polimorfismos em populagbes comerciais
correspondem ao préoximo passo que podera auxiliar e antecipar o uso da MAS
na bovinocultura. A validacdo dos marcadores em animais Girolando seria o
principal interesse para a bovinocultura brasileira ja que essa raca forma 80%
do rebanho leiteiro do Brasil sendo um mercado imediato para a utilizagdo da
MAS.
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6 CONCLUSOES

A realizacdo do mapeamento fino, com a adicdo de novos marcadores,
reduziu significativamente a maioria dos intervalos de confianca dos QTL
detectados por Machado et al (2010), exceto para o BTA 23 que teve uma
reducdo muito pequena. A reducado do intervalo de confianca podera facilitar a
validacédo e identificacdo de genes candidatos presente na regido do QTL. Com
a identificacdo de marcadores associados a esses genes, a implementacdo da

MAS para sele¢céo dos animais mais resistentes seria facilitada.
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