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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo estimar as frequéncias génicas
para os marcadores genéticos RFLP kapa-caseina, B-lactoglobulina e horménio do crescimento e os
microssatélites IGF I, INRA-006, CSFM-50 e BM-1224 na raga Nelore e desenvolver um teste de
paternidade.

As frequiéncias génicas foram estimadas em um total de 63 animais da
raga Nelore, ndo aparentados em primeiro grau, participantes da “PGP- Prova de Ganho de Peso”, de
1995 do IZ de Sertdozinho. O Teste de Paternidade foi aplicado a 13 familias obtidas aleatoriamente
da amostra.

As frequiéncias génicas obtidas para os RFLP foram, 0,913 e 0,087 para
os alelo A e B da Kapa-caseina respectivamente, 0,405 e 0,595 para os alelos A ¢ B da -
lactoglobulina respectivamente e freqii€éncia 1,0 para o alelo A (leucina) do Horménio do
Crescimento. As freqiiéncias encontradas para os microssatélites foram: IGF I, 2 alelos com 0,262 e
0,738; CSFM-50, 5 alelos com 0,016, 0,270, 0,246, 0,151 e 0,317, BM-1224, 7 alelos com 0,008,
0,048, 0,460, 0,278, 0,119, 0,079 e 0,008 ¢ INRA-006, 7 alelos com 0,150, 0,008, 0,016, 0,191,
0,426, 0,087 € 0,119.

A probabilidade de exclusdo (PE) estimada para os marcadores Kapa-
caseina, 3-lactoglobulina, Horménio do Crescimento, IGF I, CSFM-50, BM-1224 ¢ INRA-006 foi
respectivamente, 0,0731, 0,1759, 0, 0,1560, 0,5077, 0.4406 e 0,5210. A probabilidade de exclusdo
combinada (PEC) para todos os marcadores alcangou 0,9089.

Os resultados do Teste de Paternidade acusaram erro de identificagdo
em duas das 13 familias, ou seja, aproximadamente 15% da amostra. A paternidade foi negada para
trés sistemas genéticos (CSFM-50, BM-1224 e INRA-006) em uma das familias e em um (BM-1224)
sistema para a outra. Os resultados do teste de paternidade apresentaram probabilidade de

paternidade variando entre 0,6115 e 0,9987, com média 0,8814.



SUMMARY

This study was conducted to determin the gene frequency of the RFLP
(Kappa-Casein, -Lactoglobulin and Growth Hormone) and microsatellites (IGF I, INRA-006, CSFM-
50 and BM-1224) as genetic markers and the development of a Paternity Test in the Nelore breed.

The genes frequencies were estimated on 63 not close related Nelore
animals that participated on the Sertdozinho-IZ “Feedlot Test of Performance” in 1995. The Paternity
Test was applied to 13 random families.

The results of the RFLP genes frequencies were 0,913 and 0,087 on the
Kappa-casein A and B alleles respectively, 0,405 and 0595 on the B-Lactoglobulin A and B alleles
respectively, and 1,0 to the Growth Hormone (leucine) A allele. The microsatellites results were: IGF 1,
2 alleles with 0,262 and 0,738, CSFM-50, S alleles with 0,016, 0,270, 0,246, 0,151 and 0,317, BM-
1224, 7 alleles with 0,008, 0,048, 0,460, 0,278, 0,119, 0,079 and 0,008, and INRA-006 7 alleles with,
0,150, 0,008, 0,016, 0,191, 0,426, 0,087 and 0,119.

The Exclusion Probability estimated for the Kappa-casein, -
Lactoglobulin, Growth Hormone, IGF I, CSFM-50, BM-1224 and INRA-006 genetics markers was
0,0731, 0,1759, 0,0, 0,1560, 0,5077, 0,4406 and 0,5210 respectively, and the Combined Exclusion
Probability for all markers was around 0,9089.

The Paternity Test results showed misidentification in two of the 13
families, that means 15% of the sample. Misidentification were verified in three genetics systems
(CSiM-50, BM-1224 and INRA-006) in one of the excluded families and in one (BM-1224) for the
other. The Paternity Test results presented paternity probability in a range of 0,6115 and 0,9978, with
average of 0,8814.



1) INTRODUCAO

O melhoramento genético da raga Nelore vem sendo
alcangado pela selecdo de individuos que possuam um valor genético superior para
caracteristicas de crescimento, circunferéncia escrotal e avaliagdo subjetiva de
musculosidade. Os animais selecionados s@o utilizados como reprodutores, alterando a
constituicdo genética do rebanho, de modo a obter um incremento na produtividade.

Dentre as metodologias estatisticas disponiveis para a
predicgdo do mérito genético dos animais o “BLUP- Melhor Preditor Linear ndo
Tendencioso” tem o emprego bastante difundido. A obtengdo do valor genético através do
BLUP é realizada utilizando dados de desempenho de animais aparentados. Portanto erros
de identificagcdo de paternidade sdo prejudiciais, reduzindo o ganho genético anual da
populagao.

As relagdes de parentesco entre individuos podem ser
verificadas empregando diversas categorias de marcadores genéticos. Esta verificagdo se
convencionou chamar de teste de paternidade. Inicialmente marcadores morfologicos,
grupos  sanguineos, polimorfismos bioquimicos e complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) foram utilizados com este proposito. Entretanto, estas
categorias de marcadores nem sempre fornecem resultados conclusivos, e devido ao
grande nimero de sistemas genéticos necessarios para um resultado adequado o custo do
teste de paternidade limita o seu uso.

Os recentes avangos na area da biologia molecular, como
por exemplo o desenvolvimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) vem
contribuindo significativamente para solucionar estas limitagdes, gerando novos sistemas
genéticos conhecidos por marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares que podem ser destacados com
o proposito de teste de paternidade sdo. RFLP, impressdo digital do DNA (DNA-
fingerprinting) e principalmente os microssatélites loco especifico. Os microssatélites loco
especifico s@o, geralmente, altamente polimoérficos, mesmo em populagdes endogamicas,

apresentando a vantagem de serem codominantes, bastante freqiiéntes, bem distribuidos e



facilmente obtidos por PCR. Estas caracteristicas contribuem para facilitar a determinagao
da origem dos alelos paternais.

O teste de paternidade pode ser efetuado somente em
animais pertencentes a populagdes caracterizadas para os sistemas genéticos que se
pretende utilizar. Isto por que a probabilidade de paternidade ¢ dependente da frequiéncia
génica dos alelos herdados do pai.

No presente trabalho serdo estimadas as freqiiéncias génicas
para os marcadores genéticos RFLP kapa-caseina, B-lactoglobulina e horménio do
crescimento e os microssatélites IGF I, INRA-006, CSFM-50 e BM-1224 na raga Nelore

com o objetivo de desenvolver um teste de paternidade.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- A RACA NELORE

2.1.1- Nomenclatura e Taxonomia

Os bovinos sdo encontrados em praticamente todos os paises do mundo
e, estima-se que existam mais de 1,2 bilhdes de animais de pelo menos 780 ragas. A evolugdo da
cultura humana tem sido influenciada pelos bovinos, representando importante fonte de alimento e
trabalho (Loftus et al., 1994a, b). Pertencem ao género Bos, tribo Bovini, familia Bovidae, e ordem
Artiodactyla. Além do género Bos, a tribo Bovini possui os géneros Bison (Bisdo), Bubalus (Bufalo
asiatico) e Syncerus (Bufalo americano) (Nowak & Paradiso, 1983; Simpson, 1984).

A nomenclatura classica de Linnean distingue duas espécies do género
Bos, o Bos taurus e Bos indicus. O grupo Bos taurus engloba as ragas européias e africanas, sem
cupim e Bos indicus as indianas e africanas, com cupim (Del Lama, 1991). Esta classificagdo €
suportada na alta diversidade genética estimada a partir de polimorfismos protéicos (Manwell &
Baker, 1980) e polimorfismo do cromossomo Y, geralmente submetacéntrico em taurinos e
acrocéntrico em zebuinos (Kieffer & Cartwrigth, 1968).

Entretanto, esta classificagdo tem gerado muitas controvérsias, tanto ao
nivel de tribo, quanto de sub-género. Diversos autores propuseram reagrupar os géneros Bos e
Bison em um unico género Bos, baseados na capacidade de serem gerados hibridos interespecificos
entre Bos e Bison, na anatomia, no DNA mitocondrial, no DNA ribossomal e analise de seqiiéncias
de DNA repetitivo (Modi et al. 1996).

Por outro lado, a classificagdo das ragas européias e indianas como
espécies diferentes parece inadequada, devido a completa interfertilidade e ao fato de ndo existir

isolamento geografico, como sugerem alguns autores, que classificam estes grupos como subgrupos



da espécie Bos primigenius, Bos primigenius fd indicus e Bos primigenius fd taurus (Epstein &

Mason, 1984).

2.1.2- Origem e Domesticacio

A domesticag@o de algumas espécies animais , em especial os bovinos,
deve ter ocorrido ha aproximadamente 9.000 anos, de acordo com achados arqueologicos e estudos
isoenzimaticos (Epstein, 1971; Manwell & Backer, 1980; Gram! et al, 1986).

Diversos autores acreditam em uma origem monofilética, em que todas
as ragas domesticadas de bovinos, exceto o gado de Bali, descendem da extinta espécie bovina
selvagem Bos primigenius, domesticada a 8.000-10.000 anos (Epstein, 1971; Grigson, 1980, Epstein
& Mason, 1984). Entretanto, a origem polifilética do gado doméstico vem sendo proposta em alguns
estudos, indicando domesticagdo independente para os grupos bovinos taurinos e zebuinos (Naik,
1978; Grigson, 1980; Loftus et al., 1994 a, b).

O centro de dispersio do Bos primigenius foi a Asia (Epstein &
Mason, 1984), de onde migrou para a Europa e Africa, durante o Pleistoceno. Esta ampla
distribui¢gdo geografica permitiu a sua diferenciagdo em tré€s subespécies, o B. primigenius
namadicus, asiatico, o B. primigenius primigenius, europeu e o B. primigenius opisthonomus, norte-
africano. O B. primigenius namadicus, subespécie selvagem que deu origem ao B. primigenius
indicus, ocorreu durante todo o dominio da civilizagdo Neolitica na Asia (Del Lama, 1991).

Para se estimar a distancia genética entre as ragas taurinas e indianas.
foi utilizada analise da sequiiéncia de DNA mitocondrial. As ragas estudadas formaram dois grupos
distintos, um indiano e outro reunindo as ragas européias e africanas. A divergéncia estimada entre
zebuinos e taurinos ocorreu entre 575.000 e 1.150.000 anos, bem acima dos 10.000 anos postulado

pela hipotese de domesticagdo tunica (Loftus et al., 1994 a, b).



Medjugorac et al. (1994) sugerem movimentos em larga escala, de
populagdes de gado doméstico migrando conjuntamente com humanos da Asia para a Europa,
através dos Balcds como explicagdo para as distancias genéticas entre 14 ragas de gado calculadas
através de 86 locos de grupos sangiiineos, proteinas do sangue e do leite. Esta migragdo ocorreu no
periodo Neolitico, ha aproximadamente 9.000 anos, com a ocorréncia de acasalamentos entre gado

doméstico e selvagem.

2.1.3- Introduciao do Nelore no Brasil

Os primeiros animais bovinos a desembarcarem no Brasil foram
trazidos de Portugal por Martim Afonso de Souza e se espalharam pelo Brasil para serem utilizadas
como tragdo animal. A introdugdo de gado zebuino no Brasil objetivou melhorar a adaptagdo e
rusticidade através de cruzamentos com os bovino existentes e ocorreu em trés fases (Santiago,
1960; Del Lama, 1991).

A primeira etapa ocorreu durante a colonizagdo, até o final do século
XIX, com entradas ocasionais, de poucos animais, na Bahia. Estes foram acasalados com o gado
existente, produzindo um gado mestigo que despertou a atengdo de criadores. Apos esta fase, iniciou-
se o grande ciclo das importag¢des, sendo os fluminenses os precursores deste movimento. Ainda no
século XIX, os mineiros passaram a adquirir animais dos plantéis do Rio de Janeiro e da India,
formando um grande nimero de criagdes. No final deste periodo o zebu podia ser encontrado nos
Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia (Santiago, 1960).

A crise da peste bovina levou o governo brasileiro a proibir as
importagdes em 1921. A partir desta data, somente 5 importagdes foram autorizadas, entretanto
diversos animais continuaram a ser introduzidos no Brasil através de entradas ilegais de sémen,

provenientes da india, configurando assim a terceira fase (Del Lama, 1991).



O Nelore foi introduzido, oficialmente, por Manuel Uberlhart
Lengruber em 1880, como animal de zoologico. Entretanto, Santos (1991) afirma que diversas

entradas ocorreram sem o conhecimento da alfindega.

2.1.4- Aspectos Gerais da Raca Nelore

A raga Nelore foi formada a partir do Ongole, gado grande, docil,
pelagem branca ou cinza clara, chifres curtos e face em forma de atatude, proveniente do sul da India,
mas recebeu alguma contribuigdo de gado Misore, com pelagem cinza a preto, chifres alongados e
pontiagudos (Santiago 1960; Del Lama, 1991). O Nelore apresenta a combinagdo destes dois tipos
raciais, com predominéncia do Ongole, apresentando caracteristicas adequadas a produgdo de carne
(Santiago, 1985).

A padrao racial do Nelore é determinado pela ABCZ- Associagdo
Brasileira dos Criadores de Zebu (BRASIL, 1994). Para ser registrado, o animal deve apresentar,
entre outras caracteristicas, bom desenvolvimento, ossatura forte, musculatura compacta e
temperamento docil e ativo. A cabega deve possuir comprimento e largura médios, vista frontal em
forma de atatude, perfil subconvexo, orelhas curtas em ponta de langa, chifres curtos e firmes ou sem
chifre na variedade mocha. Os pelos sdo curtos e finos de coloragdo branca e cinza e pele com
pigmentag@o escura.

O Nelore vem sendo selecionado quase exclusivamente para produgio
de carne, representando a principal raga zebuina utilizada para este proposito, desde a década de
sessenta (Santos, 1995). O registro dos animais comegou a ser efetuado em 1938 e o livro de
registros teve o seu fechamento em 1971. Até o ano de 1996, 3.395.804 animais Nelore haviam sido
registrados, representando 72,21% do total do registro geral de nascimento (RGN), e 1.534.774

animais haviam recebido o RGD- registro geral definitivo, ou seja, 66,92 % do total.



A média de peso de animais registrados da raga Nelore, participantes
do programa de controle de desenvolvimento ponderal promovido pela ABCZ esta apresentada na

Tabela 1.

Tabela 1. Peso médio da raga Nelore em CDP- Controle de Desenvolvimento Ponderal da ABCZ.

Sexo |Peso Idades Padrao (Dias) Regime Alimentar
ao 205 365 550
Nascer |1 11 131 | It HI | 11 111

M 30 162 |[185 [192 218 278 298 287 |378 [419

F 29 151 170 [175 199 [247 [267 |[258 |332 |361

I= animais a pasto, II= animais semi-estabulados, III= animais estabulados

Fonte: ABCZ- Associagdo dos Criados de Zebu, Uberaba/MG, 1994.

2.1.5- Situacao Atual

A raga Nelore possui diversos criadores, empresas e instituigdes de

pesquisa realizando programas de melhoramento genético, alguns dos quais foram apresentados no I

Simpoésio Nacional de Melhoramento Animal (1996) como por exemplo. DEPARTAMENTO DE

GENETICA FMRP-USP (Lébo, et al., 1996), PROMEBO- ANC (Campos, 1996), PAINT-Lagoa da
Serra (Dias, 1996) e PROZEBU-ABCZ (Josahkian, 1996).

| Estes programas de melhoramento genético utilizam, na maioria, a

metodologia dos modelos mistos para a estimagdo do valor genético dos animais, em termos de

Diferenga Esperada Na Progénie-DEP para caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento ponderal,



circunferéncia escrotal e avaliagio de musculosidade e precocidade (Campos, 1996; Silva, 1996;
Pétter, 1996; Purgly, 1996).

Além do melhoramento de Nelore puro, “ragas sintéticas”, como por
exemplo o Brangus- Projeto Natura, Braford- Delta-G, Canchim, entre outras vem sendo
desenvolvidas envolvendo criadores, empresas e instituigdes de pesquisa, utilizando o Nelore como
raga Zebuina. A busca da heterozigosidade, almejando um incremento na produgdo devido a
heterose, esta bastante difundido entre os produtores e novamente o Nelore esta sendo bastante
aproveitado em cruzamentos com ragas de origem européia, como o Charolés, Chianina e Fleckvieh

(Euclides, Filho, 1996).

2.2- DESENVOLVIMENTO DA GENETICA

2.2.1- Grandes Descobertas na Historia da Genética

Emery e Malcon (1995) publicaram uma relagio, apresentada na Tabela
2, com as principais descobertas responsaveis pelo desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante. Gregor Mendel € considerado o “Pai da Genética” por ter formulado em 1866 as leis
da heranga, com base se em seus experimentos com ervilhas. O termo entidade mendeliana é utilizada
ao se referir a uma caracteristica de heranga simples, ou seja, determinada por um par de alelos. Estes
alelos sdo transmitidos, um de cada progenitor a prole. Pouca importancia foi dada aos experimentos

de Mendel até o final do século XIX.



Tabela 2. Cronologia das grandes descobertas na histéria da genética

1866- Gregor Mendel
1902- Walter Sutton
1906- William Bateson
1908- Hardy-Weinberg
1912- Thomas Morton
1944- Avery;, McLeod e
McCarty
1953- Watson e Crick
1961- Jacob e Monod
1965- Arber
1966-Nirenberg;
Mathaaei e Leder
1970- Kelly e Smith
1974- Grodzicker

1975- Southern
1980- Botstein
1983- Mullis
1985- Jeftreys

1988- Saiki

1989- Tautz, Weber e
May

1994- Bishop, Barendse

Formulagdo das leis da heranga

Localizagdo dos fatores hereditarios nos cromossomos

Descoberta do principio de ligagdo genética

Primeiras estudos de genética de populagdes

Conceito da disposigdo linear dos alelos no cromossomo

Informagdes genéticas armazenadas em acidos nucléico (DNA) e ndo
em proteinas

Demonstragdo da estrutura molecular do DNA

Proposigdo do modelo “operon”

Descoberta das enzimas de restrigdo

Estabelecimento do coédigo genético

Descoberta das enzimas de restrigdo tipo II

Primeira utilizagdo dos polimorfismos de fragmentos por restrigdo
“RFLPs” em analise genética

Desenvolvimento da técnica “Southern Bloting”

Construg@o de mapa de ligagdo empregando “RFLP”

Formulagdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Utilizagdo de sonda multilocal para regides minissatélites para gerar
padrdo genético complexo

Utilizag@o de Polimerase Termoestavel

Emprego de PCR na detecg@o de microssatélite unilocal

Publicag@o dos primeiros mapas genéticos de bovinos

Fonte: Emery & Malcon (1996) modificado.
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Em 1902, Walter Sutton formulou a teoria de que as unidades de
heranga, como eram chamados os genes na é€poca, estavam fisicamente localizados nos
cromossomos. William Bateson em 1906, descobriu o conceito de ligagdo genética entre
caracteristicas localizadas em um mesmo cromossomo. Em 1912, Thomas Morgan apresentou o
conceito da disposigdo linear dos genes em cada cromossomo.

A natureza quimica do gene comegou a ser desvendado somente em
1944, com as descobertas de Oswald Avery, MacLeoad e McCarty. Estes autores estabeleceram que
os genes sdo compostos de acido nucléico, conhecido por acido desoxirribonucléico- DNA e nédo por
proteinas como se acreditava anteriormente. Watson e Crick, propuseram, em 1953, a estrutura dupla
fita em espiral para o DNA. Cada fita seria uma cadeia de nucleotideos, e cada nucleotideo composto
por uma base nitrogenada, uma molécula de aglicar € uma molécula de fosfato. Nirenberg, Nathaaei e
Leder decifraram o codigo genético em 1966, estabelecendo a relag@o entre as combinagdes possiveis
de trinca de nucleotideos, conhecida por “codon” e os vinte aminoacidos existentes.

Estas descobertas contribuiram para o progresso da genética, que por
sua vez influenciou outras disciplinas como a biologia, a citologia e em especial o melhoramento
genético das diferentes espécies cultivadas. O desenvolvimento das técnicas empregadas no estudo
do DNA, como “Southern Bloting” e “PCR- polimerase chain reaction”, esta contribuindo para se
aprofundar o conhecimento da estrutura e regulagdo da expressdo do codigo genético.

Em 1996, o Mapa Gendmico de humanos apresentava
aproximadamente 1.000 marcadores genéticos polimorficos distribuidos ao longo do genoma e mais
de 16.000 genes mapeados como resultado do esforgo conjunto de diversos paises. (Schuler et al.
1996). Os bovinos possuem trés mapas genéticos publicados (Fries et al., 1993; Bishop et al., 1994,
Barendse et al., 1994) e 877 locos com informag¢des relacionadas ao seu mapeamento (Eggen &
Fries, 1995).

As informagdes relacionadas as seqiéncias nucleotidicas do DNA, de

aminoacidos das proteinas correspondentes, caracteristicas estruturais das proteinas, assim como



11

informagdes relacionadas & sua atividade biologica para as diferentes espécies (Homo sapiens, Mus
musculus, Bos taurus, etc... ) provenientes de diferentes bancos de dados (por exemplo: Genethon e
EMBL Data Library) estdo depositadas no GenBank e podem ser acessadas via Internet (Benson et
al., 1996).

Um mapa genético saturado € pré-requisito para a identificacdo de
regides cromossOmicas que interferem em caracteristicas de interesse econdmico (Beckmann &
Soller, 1990). Estes estudos de associag@o entre caracteristicas de importancia econdmico e
marcadores genéticos fornecem subsidios para a implementagdio das metodologias de avaliagdo
genética empregadas na selegdo de reprodutores (Georges et al, 1995). O conhecimento de
caracteristicas genéticas desejaveis, através de marcadores genéticos, permitiria 0 seu uso em
programas de sele¢do assistida por marcadores (Soller & Beckmann, 1983). Os marcadores deverdo
ser particularmente importantes em caracteristicas de dificil mensuragdo ou que ndo podem ser
diretamente mensuradas (resisténcia a doengas, caracteristicas de carcaga e produgdo de leite em
touros), de baixa herdabilidade (fertilidade), ou que apresentam correlagdes genéticas negativas

(produgdo de leite e concentrag@o de gordura no leite) (Schwerin et al., 1995).

2.2.2- Marcadores Genéticos

A domesticagdo dos animais permitiu ao ser humano exercer a sele¢do
artificial para caracteristicas desejaveis e alterar, mesmo que inconscientemente, a constitui¢do
genotipica destas populagdes (Santos, 1995). O conhecimento de que estas caracteristicas fenotipicas
sdo herdaveis, levou o homem a controlar os acasalamentos nestas espécies, selecionando os
reprodutores (Reed, 1984).

A capacidade de revelar a composigdo genética de um individuo, a

partir de seu fenétipo, define o que se convencionou chamar de marcador genético (Cavalli-Sforza &
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Edwards, 1967). O termo marcador molecular foi definido por Ferreira e Grattapaglia (1995) como
todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico do
DNA (correspondente a regides expressas ou ndo do genoma).

O uso de marcadores genéticos no auxilio da selegdo dos reprodutores,
estratégia conhecida por “MAS- seleg@o assistida por marcadores”, vem sendo proposta por diversos

autores desde o inicio do século XX (Sax, 1923; Schmutz et al., 1995).

Marcadores Morfologicos

Os marcadores empregados para estudos de genética e melhoramento
eram, até a década de sessenta, predominantemente, marcadores morfologicos. Estes contribuiram
consideravelmente para o desenvolvimento tedrico da analise de ligagdo e construgdo das versdes
iniciais de mapas de ligagdo (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Os primeiros marcadores utilizados para esta finalidade foram a
auséncia de asas em Drosophila e a de pelos em camundongos. Entretanto, estas caracteristicas sdo
resultantes de mutagdes génicas pouco frequéntes e que normalmente comprometem a adaptagdo dos
individuos (Tanksley, 1993).

Além disto, o pequeno nimero de marcadores diferentes em uma
mesma linhagem e relagdes de dominancia entre os diferentes alelos reduzem significativamente a
probabilidade de serem encontradas associagdes positivas com caracteristicas de importancia

econdmica (Del Lama, 1991; Ferreira & Grattapaglia, 1995).
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Marcadores Bioquimicos

Os marcadores bioquimicos compreendem os polimorfismos de
proteinas plasmaticas, por exemplo albumina, esterase e 6-fosfogluconato desidrogenase (Regitano,
1991) e proteinas com atividade enzimatica, conhecidos por isoenzimas.

Os marcadores isoenzimaticos sdo moléculas distintas de mesma
afinidade enzimatica, podendo ser determinadas por eletroforese e detec¢do histoquimica (Market &
Moller, 1959). A analise isoenzimatica foi disseminada na década de sessenta, sendo desde entdo,
aplicada a diversos organismos (Lush, 1966, Baker & Manwell, 1983).

Esta categoria de marcador genético foi utilizada para identificagdo de
animais, teste de parentesco, estudo da estrutura populacional e racial, mapeamento genético e
associag@o com caracteristicas de importancia econdmica (Baker & Manwell, 1983).

As principais limitagdes ao uso destes marcadores genéticos sdo o
numero total de locos que podem ser acessados no genoma, o baixo polimorfismo por loco,
modificagGes pos-tradug@o produzindo formas multiplas do produto de um tnico gene e dificuldade
de interpretagdo de zimogramas de isoenzimas de diferentes locos com mobilidade eletroforética

idéntica (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Antigenos Eritrocitarios

Os grupos sangiiineos, ou antigenos eritrocitarios, foram descritos,
primeiramente, em humanos por Landsteiner (1900) no final do século passado e em cabras na
mesma época por Erlich & Morgenroth (1900). A determinag@o do grupo sangiiineo € realizada por
reagdes sorologicas, empregando-se anticorpos especificos para os diferentes antigenos eritrocitarios,
e a presenga do antigeno € detectada a partir da aglutinagdo das hemacias, ou pela hemolise

resultante da adi¢@o de soro complemento a mistura hemacia-anticorpo (Del Lama, 1991).
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Estes marcadores sdo geneticamente determinados e possuem heranga
mendeliana simples, apresentando, no entanto, relagdes de dominédncia entre os seus alelos. Os
métodos sorologicos de detecgdo e aspectos genéticos dos sistemas de grupamentos sangiineos

foram revisados por Bell (1983).

2.2.3- Marcadores Moleculares

RFLP

Os marcadores de DNA, conhecidos por “RFLP- Restriction Fragment Length
Polimorphysm” foram inicialmente aplicados na detec¢do de mutagdes no material genético de virus e
posteriormente, em outros organismos (Botstein, et al., 1980).

O termo RFLP pode ser traduzido como polimorfismo no comprimento de fragmentos
obtidos por restrigdo da fita de DNA. Esta fragmentagdo é obtida através do uso de enzimas de
restrigao tipo II (Kelly e Smith, 1970). Estas enzimas possuem sitios especificos de clivagem, de
modo que um rearranjo da fita de DNA, por inser¢@o, delegdo ou mutagdes pontuais pode eliminar
ou criar um novo sitio de restrigdo, modificando o tamanho dos fragmentos obtidos pela clivagem do
DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A detecgdo dos fragmentos resultantes da digestdo do DNA pode ser visualizada
através da sua transferéncia e imobilizagdo para uma membrana de nylon, técnica conhecida por
“Sourthern Blot” (Sourthern, 1975) e hibridizagdo com sondas de DNA homologas ao DNA
imobilizado.

Uma vez que os RFLPs possuem ampla distribuig@o pelo genoma e codominancia, esta
categoria de marcadores genéticos abriu perspectiva relevante no estudo do genoma, contribuindo

imensamente para o desenvolvimento dos mapas gendmicos (Botstein et al., 1980), e renovando o
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interesse no uso de marcadores genéticos em estudos de localizagdo de QTL e, conseqlientemente,
Sele¢do Assistida por Marcadores-“MAS” (Weller et al., 1990; Rocha et al., 1992). Entretanto, os
RFLPs sdo dialélicos, fornecendo pouca heterozigosidade e Contetido de Polimorfismo Informativo

(PIC).

Minissatélites

A descrigdo de regides hipervariaveis do DNA em humanos por
Jeffreys et al. (1985a) e por Georges et al. (1988) em outras espécies domésticas, abriu outro
capitulo no desenvolvimento de marcadores moleculares. Estas regides, conhecidas por “VNTR-
Variable Number of Tandem Repats”, “Hypervariable Loci” ou “Minisatellites ”, sdo constituidas de
sequéncias nucleo “Core Sequence”, de 15 a 100 pb, que possuem um nimero variavel de repetigdes
idénticas adjacentes (Jeffreys et al., 1985a; Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Estes marcadores sdo obtidos, assim como os RFLPs, através da
clivagem de DNA gendmico com enzimas de restrigdo especificas, eletroforese, imobilizagdo dos
fragmentos e hibridizagdo com sondas complementares. Para minissatélites estas sondas sdo
homologas a seqiiéncia nucleo (Ferreira & Grattapaglia, 1995)

Esta abordagem multilocal, também conhecida por Impressdo Digital
Genética, ou “DNA-fingerprinting”, mostra-se util em estudos de diversidade genética, taxonomia,
testes de parentesco, diagnostico de paternidade, medicina forense, diagnostico de doengas,
introgressdo genética e analise de ligagdo (Jeffreys et al., 1991, Nakamura et al., 1987, Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

No entanto, a prevaléncia destas “VNTR” em regides proterminais dos
cromossomos (Royle et al., 1988) e a caracteristica multilocal da impressdo digital genética

prejudicam a construg@o de mapas genéticos. Um tratamento unilocal foi proposto por Wong et al.
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(1986) e Nakamura et al. (1987), com utilidade somente nos casos onde se possui conhecimento

prévio da seqiiéncia de nucleotideos.

Marcadores Genéticos Obtidos por “PCR”

A metodologia para amplificagdo de fragmentos de DNA, conhecida
como Rea¢do em Cadeia da Polimerase “PCR- Polimerase Chain Reaction”, foi formulada em 1983
por Mullis e apresentada a comunidade cientifica em 1984 ( Erlich et al., 1988; Mullis, 1990).

Saiki et al. (1988) modificaram a reag¢do substituindo o fragmento
Klenow, extraido da enzima DNA polimerase I, por Taq DNA polimerase termoestavel, purificada a
partir da bactéria Thermus aquaticus. Esta alteragdo resolveu o problema de falta de estabilidade
térmica do fragmento Klenow, melhorando bastante a praticidade e especificidade e rendimento da
reacao.

O “PCR” se tornou uma arma poderosa para estudos genético-
moleculares devido a facilidade, rapidez e sensibilidade, substituindo muitos métodos tradicionais de
analise de polimorfismo. Entretanto, o uso desta técnica esta condicionado ao conhecimento prévio

da seqiiéncia de nucleotideos (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

RAPD

Os marcadores RAPD foram desenvolvidos, independentemente, por
dois grupos de pesquisadores nos Estados Unidos. Williams et al. (1990) patentearam a técnica com
o nome “RAPD- Random Amplified Polymorphic DNA”. Welsh & McClelland (1990) propuseram a

denominagdo “AP-PCR Arbitrarily Primed Polimerase Chain Reaction”. O nome “DAF-DNA
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Amplification Fingerprinting” foi sugerido por Caetano-Anodlles et al. (1991) devido ao complexo
padrao de bandas obtidos nesta técnica.

Estes marcadores sio obtidos através da amplificagdo de fragmentos
especificos do DNA através da técnica “PCR”. A reacgdo de amplificagdo € realizada com iniciadores
de reduzido nimero de nucleotideos, aproximadamente 10, e temperatura de anelamento abaixo do
ideal, produzindo uma reagdo de baixa especificidade. Estas caracteristicas permitem que o iniciador
se anele em diversos locos, gerando multiplas bandas (Williams et al., 1990, Welsh & McClelland,
1990).

Os marcadores RAPD sido de detecgdo bastante simples, requerendo
somente amplificagdo do DNA e eletroforese, gerando marcas em regides cromossOomicas nao
acessiveis & “RFLP”, entretanto, alguns locos do DNA produzem bandas homologas, isto é, de
migragdo similar em gel de eletroforese, apresentando também relagdes de domindncia entre seus
alelos, além disto, fragmentos podem ser gerados a partir de DNA nuclear ou citoplasmatico
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

O uso destes marcadores se difundiu rapidamente e suas aplicagdes
incluem obtengdo de Impressdes Digitais Genéticas em diferentes niveis filogenéticos, isto €,
individuos, populagdes, espécies, ou ainda, género, familia, etc, analise da estrutura e diversidade
genética em populagdes naturais ou domeésticas; estudos taxondmicos, teste de paternidade e
construgdo de mapas de ligagdo e associagdo com regides cromossOmicas que interferem em

caracteristicas quantitativas “QTL” (Williams et al., 1990).

Microssatélites

Desde a descoberta das regides repetitivas do DNA (Miesfeld et al.,

1981; Hamada et al., 1982; Jeffreys et al.,1985a;, Georges et al., 1988), uma grande quantidade de

locos “VNTR?”, altamente polimorficos, vem sendo descritos em diversas espécies (Weber e May,
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1989; Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989; Fries et al., 1990; Steffen et al., 1993; Guerin et al., 1994;
Kemp et al., 1995; Zhang et al., 1995).

Os Microssatélites sdo pequenas seqiiéncias ndo codificadoras, de 2 a 6
pares de base, com numero variavel de repetigdes (VNTR), normalmente menores do que 100 pb. Os
elementos repetitivos mais freqlientes em mamiferos sao os (C-A), € (T-G), (Hamada et al., 1982).

O polimorfismo de microssatélites pode ser visualizado a partir de
amplificagdo de regides “VNTR” por PCR, obtengdo de bandas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida e marcagdo dos fragmentos com radiagdo. A diferenga entre os alelos pode ser tdo
pequena quanto dois nucleotideos, podendo ser analisados dois ou mais microssatélites
simultaneamente (Weber & May, 1989, Georges et al. 1990).

Estes marcadores apresentam, geralmente, alto nivel de polimorfismo,
ocorrendo com maior freqiiéncia e, aparentemente, melhor distribuidos no genoma da maioria dos
eucariotos do que os minissatélites (Hamada et al., 1982; Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber &
May, 1989; Fries et al., 1990).

A alta freqiéncia com que ocorrem nos eucariotos, o alto nivel de
polimorfismo, a distribuigdo ao longo do genoma, tanto cromossomos autossomicos quanto sexuais,
codominancia e a facilidade de detecgdo fizeram dos microssatélites os marcadores escolhidos para
constru¢do de mapas de ligagdo, representando uma linguagem universal de mapeamento (Fries,
1993; Bishop et al., 1994).

O polimorfismo encontrado em populagdes endogdmicas costuma ser
relativamente pequeno (Cowan et al., 1990), mas o polimorfismo obtido nas ragas bovinas parece ser
suficiente para a construgdo de mapas de ligagdo (Soller, 1990).

Investigagdo comparativa permite adicionar ao mapa de ligagdo de
bovinos informagdes referentes a locos microssatélites de espécies que possuem mapa mais
desenvolvido, como de humanos e ratos, devido & conservagdo cromossomica existente entre

diferentes genomas (Moore et al., 1991).
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Polimorfismo de Conformacao

Os marcadores de polimorfismo de conformagdo sdo utilizados para a
detecgdo de mutagdes do DNA. O método esta baseado na migragdo anormal de fragmentos de peso
molecular similar, em decorréncia de alteragdes na composi¢do de nucleotideos (Kirkpatrick et al.,
1993, Kirkpatrick & Hart, 1994; Liu & Sommer, 1995)

O DNA possui a caracteristica de se dobrar a cada nucleotideo,
formando uma dupla-hélice, sendo que a base nitrogenada do nucleotideo determina o angulo de
inser¢do na fita de DNA. Varios aspectos da composi¢do de bases nitrogenadas e comportamento
conformacional da fita de DNA foram descritos por Crothers et al. (1990). Esta caracteristica
conformacional foi bastante estudada devido a suas implicagdes funcionais na transcrigdo, no
empacotamento do DNA e acoplamento de proteinas (Kirkpatrick, et al., 1993).

Estes marcadores s@o obtidos a partir da amplificagdo de fragmentos
de 150-450 pb e separagdo dos alelos através de eletroforese em condigdes especiais de temperatura.
O DNA amplificado pode ser analisado, apos desnaturag@o, na forma de fita simples “SSCP- Single
Stranded Conformation Polimrphysm”, ou na forma de fita dupla “DSCP- Double Stranded
Conformation Polimorphysm” (Hart et al., 1993, Kirkpatrick, 1993; Kirkpatrick et al., 1993).

Os polimorfismos de conformagao de fita simples de DNA sdo obtidos
através da desnaturag@o do fragmento amplificado, resfriamento rapido para evitar o reanelamento e
eletroforese ndo-desnaturante, na presenga ou auséncia de glicerol, e sob diferentes temperaturas
como a 5°C, 10°C, 15°C ou temperatura ambiente e a sensibilidade pode variar com a regido
analisada (Orita et al., 1989).

Os “DSCP” sdo obtidos pela eletroforese do fragmento amplificado em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante, normalmente em diferentes temperaturas, apresentando alto

contetdo de polimorfismo informativo “PIC” (Kirkpatrick et al., 1993).
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Diversas variagdes de polimorfismo de conformagdo vem sendo
desenvolvidas, como o “SSCP- single strand conformation polymorphism” apo6s digestdo, com
endonucleases de restri¢do, de grandes fragmentos de DNA, gerando multiplos fragmentos, o “ddF-
dideoxi fingerprinting” obtido através da amplificagdo pelo método de Sanger, utilizando somente um
dos ddNTP, este método pode detectar 100% das mutagdes na seqii€ncia de nucleotideos e
finalmente o método “REF- Restriction Endonuclease Fingerprinting”, que consiste em digestdes,
separadas, com diversas enzimas de restri¢do e eletroforese simultdnea em uma tnica linha do gel. O
complexo padrdo de bandas obtido permite acessar essencialmente 100% das mutagdes (Liu &
Sommer, 1995). Esta técnica pode ser bastante eficiente em estudos de paternidade, quando ndo se

faz necessario um tratamento unilocal dos marcadores.
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2.3- USO DE MARCADORES GENETICOS

2.3.1- Mapeamento Gendmico

O genoma bovino consiste de 30 pares cromossomicos homologos, 29
pares autossomicos e 1 sexual, sendo que o macho € heterogamético XY e a fémea homogamética
XX, com aproximadamente 3000 cM no total. Por convengdo, os cromossomos sdo agrupados em
fungdo da posig¢do do centrOmero como metacéntrico, submetacéntrico e acrocéntrico e numerados
em fung¢io do tamanho. O brago pequeno do cromossomo ¢ denominado “p” e o longo “q”. Através
de coloragdo com o corante Ginsa, pode-se visualizar os cromossomos com um padrdo de bandas
caracteristico, que também recebem uma numeragdo (Banda-G). Um determinado ponto em um
cromossomo ¢ denominado pelo numero do cromossomo, o simbolo do brago e numero da banda-G
(Fries et al., 1993). Desta forma o gene do horménio do crescimento esta localizado por 19q17, o
gene da f-lactoglobulina por 11q28 e da kapa- caseina por 6q26.

Quando diferentes genes estdo localizados no mesmo cromossomo diz-
se que estes locos estdo ligados. O processo da permuta ou recombinagdo que ocorre durante a
meiose na formagdo dos gametas € responsavel pela troca de segmentos de DNA entre cromossomos
homologos. A frequéncia deste evento € proporcional a distancia entre os locos. As distancias sdo
mensuradas como fung¢@o da freqiiéncia de recombinagdo na progénie e expressas em centiMorgan
(cM). Um centiMorgam equivale a aproximadamente 10° pares de base (Emery & Malcon, 1995).

A aplicagdo de diferentes métodos de mapeamento gera dois mapas
diferentes mas complementares, o fisico e genético. O mapa genético é construido através da analise
de segregagdo em familias informativas (um parental é heterozigoto para os dois locos) empregando
modelos estatisticos adequados (Weller et al., 1990), para se determinar a frequéncia - de
recombinagdo génica na progénie (Fries, 1993). O mapeamento genético pode ser feito sem analise
de prbgénie através da analise de espermatozoOides, avaliando a frequiéncia de recombinagio
diretamente nos gametas, o que pode ser de grande valia, especialmente em espécies que ndo podem
ser criadas em grande nimero ou possuem intervalo entre geragdes muito longo (Amhein et al,

1990).
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Um mapa genético completo e eficiente consiste de marcadores
altamente polimorficos, distantes 40 cM um do outro, para que qualquer loco esteja no maximo a 20
c¢M do marcador (Lander & Botstein, 1989). Trés marcadores por cromossomo seria um namero
inicial suficiente para cobrir todo o genoma (Fries et al., 1989). Os Microssatélites apresentam,
geralmente, alto nivel de polimorfismo, ocorrendo com maior frequéncia, melhor distribuidos no
genoma da maioria dos eucariontes do que os minissatélites, além da facilidade de detecgdo através
de “PCR”. Estas caracteristicas fizeram dos microssatélites os marcadores escolhidos para construgéo
de mapas de ligagdo (Litt & Luty, 1989; Tautz, 1989, Weber & May, 1989, Beckmann & Soller,
1990; Luty et al. 1990).

O conteudo de polimorfismo informativo, conhecido por “PIC” para
um deterninado marcador, refere-se a parcela da progénie em que € possivel determinar exatamente
de qual progenitor os alelos sdo provenientes. O PIC é dependente no numero de alelos detectaveis
por loco e de freqiiéncias semelhantes entre estes alelos. Este polimorfismo permite acompanhar a
segregacdo dos alelos na progénie (Botstein et al., 1980).

O polimorfismo encontrado em populagdes endogamicas costuma ser
relativamente menor do que em populagdes ndo endogamicas (Cowan et al.,1990), mas a variag@o
obtida nas ragas bovinas deve ser suficiente para o mapeamento (Soller, 1990, Georges & Massey,
1991). Bishop et al. (1994) publicaram um mapa genético de bovinos com 306 marcadores genéticos,
dos quais 290 microssatélites, cobrindo praticamente todo o genoma. Barendse et al. (1994)
publicaram outro mapa de bovinos com mais de 200 locos descritos.

O mapeamento fisico em bovinos € construido, basicamente, a partir de
investigagdo comparativa. Uma consideravel conservagdo cromossdmica é observada entre diferentes
genomas de mamiferos, portanto, informagdes referentes a genes mapeados em humanos e ratos, que
possuem um genoma melhor estudado podem ser adicionadas ao mapa bovino (Womack & Moll,
1986).

Uma vez conhecidos os rearranjos cromossOmicos que ocorreram
durante a evolugdo dos mamiferos e os grupos sinténicos definidos, extrapolacdes podem ser feitas
de um genoma para o outro (Womack & Moll, 1986; Fries, 1993). Como exemplo da alta
conservagdo existente entre humanos e bovinos podem ser citados os cromossomos humanos 9 e 12,

quase completamente conservados em bovinos (Fries, 1993).
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Regibes cromossomicas homologas, ou seja, segmentos de DNA que
possuem os mesmos genes ligados em ambas as espécies, também conhecidos como grupos
sinténicos podem ser identificadas através da produgdo de células somaticas hibridas interespecificas,
técnica conhecida por “hibridizagdo de células somaticas” e analise dos genes e produtos génicos das
mesmas utilizando RFLP, diagnostico por “PCR” e hibridizagdo “in situ” (Fries et al., 1993). Alguns
exemplos sdo: Threadgill & Womack (1994) realizaram o mapeamento sinténico do brago curto do
cromossomo 8 de humanos em bovinos através de hibridizagdo “in situ” isotopica com **P. Eggen et
al. (1994) localizaram o grupo sinténico U2 no cromossomo 9q25 utilizando o microssatélite INRA-

144 através de hibridizag@o “in situ” fluorescente (FISH).

2.3.2- Identificacio de Genes que Influenciam Caracteristicas

Quantitativas “QTL”

O conhecimento das caracteristicas moleculares da transcrigdo génica,
processamento “splicing” do RNA, controle da transcrigdo e pos-transcrig@o, identificacdo de fatores
de crescimento peptideos e outras moléculas relacionadas ao crescimento celular normal e anormal,
entendimento dos mecanismos de segundos mensageiros, AMPc- adenosina monofosfatada ciclica,
GMPc- Guanosina monofosfatada ciclica, do calcio e Fosfatidilinusitol, contribuirdo para expandir o
entendimento da biologia celular, bioquimica e fisiologia relacionadas a produg@o animal (Young,
1987). Este conhecimento permitira manipular os fluxos de energia e metabolitos para aumentar a
eficiéncia de produgdo, através da utilizagdo de selegdo genética, cruzamentos, emprego de
substancias exdgenas, manejo nutricional, entre outras.

O objetivo principal da aplicagdo de técnicas de genética molecular ao
melhoramento animal, atualmente, consiste em identificar e clonar genes que interferem no
metabolismo de caracteristicas de importancia econdmica, de maneira a melhorar a compreensio do
controle genético de caracteristicas complexas como reprodugdo e crescimento. Os principais
procedimentos utilizados com o proposito de mapeamento sdo o do gene candidato ou o baseado em

mapa genético (Schwerin et al., 1995).
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O procedimento do gene candidato refere-se ao mapeamento fisico
convencional de genes relacionados a proteinas-chave de vias metabolicas de importantes processos
fisiologicos, gerando os marcadores tipo I, ou seja, polimorfismo determinante de variagdo
fenotipica. No procedimento baseado em mapa genético, diversos marcadores moleculares
polimorficos sdo empregados para localizar regides cromossOmicas, que interferem em caracteristicas
quantitativas, conhecidas por “QTL” (Quantitative Trait Locus), ou ainda “ETL” (Economic Traits
Locus). Estes sio chamados de marcadores tipo II, ou seja, polimoefismo em ligagdo com
marcadores tipo I, sendo os microssatélites bastante importantes neste tipo de estudo (O’Brien,
1991). Diversos pesquisadores estdo estudando a associagdo de marcadores tipo I e tipo II e
caracteristicas de importancia, como produgdo de leite, carne, fertilidade, resisténcia a doengas e

estresse

Producio e Qualidade da Carne

O desenvolvimento ponderal, a eficiéncia alimentar, maciez da came,
gordura marmorizada e de cobertura sio algumas das principais caracteristicas avaliadas nos
reprodutores com pouco conhecimento de suas bases genéticas. Os avangos da Genética Molecular
permitem estudar com maior profundidade os genes envolvidos nas principais vias metabolicas
relacionadas ao crescimento animal e reparticdo de nutrientes para os diferentes tecidos (Schwerin et
al., 1995). A seguir sdo descritos alguns casos de genes com efeito importante nestas caracteristicas.

Os animais de dupla musculatura apresentam hipertrofia muscular,
baixo contetido de gordura na carcaca e redugdo da taxa de conversdo alimentar. Esta caracteristica é
determinada por um loco autossdomico com heranga parcialmente recessiva (Hanset & Michaux,
1985). Uma banda de “DNA Fingerprinting” correlacionada com o fendtipo da hipertrofia foi
identificada por Georges et al. (1990). Entretanto nenhum marcador de importancia pratica esta
disponivel.

O hormonio do crescimento, através do IGF I desempenha importante
papel na regulagido do crescimento (Schlee et al., 1994). O fator ativador da Pituitaria necessario para

secrecdo do GH € conhecido por PIT I. A somatostatina, por ser um potente inibidor do GH, também
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pode ser considerada um gene candidato (Thue & Schmutz, 1994). Os genes K-caseina, -
lactoglobulina sdo expressos nos leite, podendo ser importantes na avaliagio do potencial de
produgdo de leite, expresso como habilidade materna em gado de corte. Desta forma, estes locos
podem ser considerados candidatos para caracteristicas de crescimento (Moody et al., 1996).

Beever et al. (1990) avaliaram associagées entre os marcadores
genéticos antigeno leucocitario bovino -A “BoLA-A”, grupos sangiiineos B, C e F, transferrina sérica
e proteina carreadora de vitamina D e caracteristicas de carcaga em familia de meio-irmaos (n=146)
na raga Aberdeen Angus. Os autores encontraram efeitos significativos entre grupo sangiiineo B e
peso ajustado para 205 dias e aos 365 dias, ganho diario pré-desmama e espessura da camada de
gordura. Efeito significativo entre Bola e area de olho de lombo. Os autores sugerem uma possivel
ligagdo entre estes sistemas e genes interferindo nestas caracteristicas.

Rocha et al. (1992) estudaram o efeito dos genes horménio do
crescimento, hormoénio paratireoidiano, prolactina, osteonectina e keratina, com genotipos
determinados através de RFLP com as enzimas de restrigdo Taq I, Msp I, EcoRI, Msp I e Msp 1
respectivamente em caracteristicas de desempenho e conformagao em 677 animais puros e cruzados
entre as ragas Aberdeen Angus, Brahman, Hereford, Holandés e Jersey. Os resultados encontrados
evidenciaram uma associagido entre alelos B, C e D do horménio do crescimento e decréscimo do
peso ao nascimento de 1,0 desvio padrdo em gado Brahman, cruzados Angus-Brahman e Brahman-
Hereford e associagdes significativas entre hormoénio paratireoidiano e peso a desmama e tamanho
corporal. Os outros marcadores ndo apresentaram efeitos significativos nas caracteristicas avaliadas.
Os autores sugerem que este conhecimentos poderiam ser utilizados por criadores nos programas de
selecdo, mas para tanto, outros estudos deveriam ser conduzidos com um nimero maior de animais
para validar os achados e evitar interagdes e confundimentos de diferentes fontes de variagdo.

Moody et al. (1996) estudaram possiveis associagdes entre
polimorfismos dos genes K-caseina, B-lactoglobulina, horménio do crescimento “GH”, receptor do
GH e fator ativador de transcri¢gdo da pituitaria “PIT I” estimados através de “PCR-RFLP” e fator
semelhante a insulina “IGF I” e prolactina “PRL” avaliados através de microssatélites com
caracteristicas de crescimento e de habilidade materna em bovinos de trés linhagens da raga Hereford
com diferengas no potencial de produgido. Os resultados indicaram efeito da K-caseina no peso ao

nascimento e ganho de peso até a desmama, representando 15 e 8% da variag@o total.
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As caracteristicas de qualidade da carne sdo influenciadas por diversos
fatores ambientais, idade e sexo do animal e processamento “post-morten”. A maturagdo do musculo
em carne ocorre por agdo de sistemas proteoliticos. A enzima calpaina parece afetar a proteolise
post-morten proporcionando variagdo na maciez final da carne. A regulagédo da atividade da calpaina
¢ efetuada pela calpastatina, substancia endogena que coexiste em todas as células, configurando um
gene candidato para qualidade de carcaga. Green et al. (1994) caracterizaram polimorfismos do gene
da calpastatina através da enzima de restrigdo Taq I e sugeriram uma relagdo entre este polimorfismo

e for¢a de cisalhamento.

Producio e Qualidade do Leite

A selecdo de vacas e touros para produgdo de leite tem procurado
aumentar a produg@o total, com pouca énfase para produgdo de gordura e proteina, devido ao fato de
ndo existir remuneragio relativa ao teor destes componentes no Brasil. Qutros paises remuneram os
produtores também em fungdo da gordura e proteina, importantes especialmente para a industria de
laticinios, viabilizando o melhoramento genético dos rebanhos para estas caracteristicas.

Desde a década passada a caseina, principal proteina do leite, albumina
e globulina, proteinas sericas, sdo consideradas como genes candidatos para produgéo de leite e seus
componentes, tornando-se objeto de diversos estudos e conseqiientemente, variagdes genéticas
nestes locos foram descritas e tentativas de associagdo com desempenho em termos de produgdo de
leite foram realizadas (Schwerin et al., 1995).

A caseina dos bovinos é subdividida em quatro grandes grupos, B, al,
a2 e K- caseinas (Flores & Richardson, 1988). A K-caseina é responsavel pela estabilidade dos
micelos, caracteristica importante por ser determinante das propriedades organolépticas dos produtos
lacteos (Kemenes, 1996). O alelo B da K-caseina esta relacionado com rendimento e qualidade do
queijo, talvez, em decorréncia de uma maior velocidade de coagulagdo produzindo coagulos mais
firmes e evitando a perda de gordura (Rampilli et al., 1988). Este alelo, aparentemente, esta

associado a um aumento na concentragdo de proteina, no entanto, foi observado um decréscimo na
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produgdo total de leite (Bovenhuis, et al., 1992). Os alelos 1 e 2 possuem freqiiéncia 0,92 e 0,08
respectivamente na raga Nelore (Kemenes, 1996; Del Lama, 1996).

A B-lactoglobulina € transferida para o leite a partir do soro sangiiineo,
representando outra fonte de aminoacidos para os lactantes, possuindo duas variaveis principais (A e
B) (Kemenes, 1996). Segundo Bovenhuis et al. (1992) ocorre efeito positivo do genoétipo BB na
concentragdo de gordura e redugdo na concentragdo de proteina e quantidade total de leite também
foram encontradas. Este autor demonstrou que o alelo B influencia a caseina do leite, estando
associado a uma maior concentragdo de K-caseina. Kemenes (1996) e Del Lama (1996) encontraram
as mesmas freqii€ncias também para B-lactoglobulina, 0,33 para o alelo 1 (A) e 0,77 para o 2 (B) na
raca Nelore.

Os resultados de alguns trabalhos nem sempre se repetem, podendo ser
contraditorios. Ron et al. (1993) encontrou efeito significativo em produgdo de leite, proteina e
gordura somente para interagdo entre os locos em gado holandés de Israel. Velmala et al. (1995) ndo
encontraram efeito significativo para haplotipos de caseina em nenhuma caracteristica de produgéo.

O horménio de crescimento “GH” também tem sido sugerido como
gene candidato (Hoj et al., 1993). O efeito de substituigdo do polimorfismo obtido por restrigio com
a enzima de restrigdo Alu I em diversas ragas de gado de leite foi estudado por Lucy et al. (1993). Os
resultados indicaram uma tendéncia de superioridade do gendtipo LL na produgdo de leite em gado
Holandés, entretanto o genotipo VV em Jersey estava associado a uma maior produgdo. Schlee et al.
(1994) encontraram frequiéncia 0,8 e 0,71 do alelo L (leucina) em gado Holandés e Simental
respectivamente. Lucy et al. (1993) obtiveram as freqiéncias de 1,0, 0,93, 0,92 e 0,56 para Pardo-
Suisso, Holandés, Guernsey e Jersey respectivamente.

Lagsiel et al. (1996) utilizaram a técnica do polimorfismo de
conformagdo de fita simples “SSCP” para configurar haplotipos do hormonio do crescimento
encontrados em animais da raga Holandesa criada em Israel e animais de diversas ragas zebuinas e
taurinas e testar associagdes com desempenho em termos de produgdo de leite e seus componentes.
Um dos haplétipos encontrados, provavelmente de origem zebuina, apresentou efeito significativo na
porcentagem de proteina. Os autores evidenciam a utilidade desta técnica para detectar

polimorfismos em genes candidatos como o GH.
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Fertilidade

O melhoramento genético de caracteristicas de fertilidade ¢
especialmente importante em bovinos, que possuem uma baixa prolificidade e alto requerimento
nutricional anual das vacas em relagdo ao requerimento total do sistema produtivo. A estimagdo do
valor genético para fertilidade é mais complicada do que para caracteristicas de crescimento, carcaga
ou produgdo de leite devido, entre outros fatores, a baixa herdabilidade, correlagdo negativa com
outras caracteristicas, dependéncia do potencial de crescimento e produgdo de leite. A sele¢do para
fertilidade, normalmente, € realizada em termos de idade e peso da vaca ao primeiro parto, intervalo
entre partos, auséncia de doengas reprodutivas e caracteristicas conformacionais, como por exemplo
distancia entre isquios e Ubere para vacas e aprumos para touros (Schwerin et al., 1995).

O uso de marcadores moleculares como critério de seleg¢do indireta
para aumentar a eficiéncia reprodutiva tem se tornado mais atrativo a medida que aumenta a
habilidade de detectar polimorfismos a nivel molecular. A abordagem do gene candidato deve ser
aplicada quando forem conhecidas substdncias que interfiram em mecanismos endocrinos ou
fisiologicos controladores da caracteristica de interesse que possuam formas polimorficas detectaveis
por técnicas de genética molecular. Por outro lado, marcadores tipo I ndo sdo adequados a analise
de regides de importancia em fertilidade devido a baixa herdabilidade e controle poligénico (Schwerin
et al., 1995). Desta forma, os genes candidatos para estudos de fertilidade seriam os horménios do
eixo hipotalamico, por exemplo: o hormoénio liberador de gonadotropinas “GnRH”, a ocitocina, o
fator inibidor da prolactina “PIF”’, hormonio foliculo estimulante “FSH”, horménio luteinizante “LH”,
prolactina, gonadotrofina serica de égua prenhe “PMSG” seus respectivos receptores e enzimas das
vias de biossintese (Hafez, 1988).

O fenétipo conhecido por “Boroola” foi descrito em ovinos por Bindon
& Piper (1986) sendo responsavel por aumento no indice de fertilidade em aproximadamente 20%.
Entretanto este loco ndo foi mapeado até o momento. Associa¢do entre polimorfismo de gene do
receptor de estrogénio “ESR” e tamanho de leitegada foi demonstrado em suinos de diferentes ragas

com efeito de substitui¢do de 0,8 a 1,0 leitGes por leitegada (Rothschild et al., 1994).
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Mejdell et al. (1994) estudaram a associagdo entre antigenos MHC e
fertilidade de bovinos da Noruega. Os resultados evidenciaram efeito significativo de alelos BOLA-A
no aparecimento de estro. Os autores explicaram este efeito como consequiéncia de desequilibrio de
ligagdo entre MHC e a enzima 21-hidroxilase, relacionada com a biossintese de glicocorticoides e
mineralocorticoides a partir de progesterona.

Schwerin et al. (1995) propdem estudar o efeito do gene “CYP19”
codificador da enzima citocromo aromatase P450, enzima reguladora da biossintese de estrogenos

em bovinos (Simpson et al., 1994).

Doencas Hereditarias

A aplicag@o da biologia molecular esta revolucionando o conhecimento
da contribuigdo genética em doengas de diversas espécies animais e humanas. O procedimento do
gene candidato para uma determinada doenga permite que este seja clonado e seqii€énciado e quando
ndo estiverem disponiveis genes candidatos, as mutagdes podem ser localizadas em determinadas
regides cromossOmicas através da abordagem por microssatélites (Holmes 1994). A identificagdo de
animais portadores € possivel antes da analise de progénie, evitando a que o gene deletério seja
transmitido as futuras geragdes.

Hoeschele & Meinert (1990) descobriram uma associagdo entre
produgdo de leite e a doenga mieloencefalopatia degenerativa progressiva “Weaver disease”,
caracterizada por paresia progressiva dos membros pélvicos e ataxia, em bovinos da raga Pardo-
suico. Georges et al. (1994) localizaram este gene proximo ao microssatélite TGLA-116 no grupo
sinténico U13, permitindo que seja mapeada a regido cromossOmica responsavel pelo acréscimo na
produgdo de leite. O mapeamento possibilitara desvendar a natureza desta associagdo, ou seja, se €
pleiotropia ou ligagdo genética, o que direcionara os futuros programas de melhoramento genético.

Pesquisadores dos EUA identificaram o gene responsavel pela
deficiéncia na adesdo de leucocitos em bovinos “BLAD”, doenga hereditaria bastante freqiiénte na

descendéncia do touro Osborndale Ivanhoé. A doencga é resultado da substituigdo do aminoacido
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glicina pelo acido aspartico na posi¢do 128 da regido extracelular da glicoproteina de adesdo
Integrina-f3, e € diagnosticada através de “PCR-RFLP” com iniciadores especificos e restrigio com a
enzima de restricio Taq-I. A freqiiéncia génica em populagdes de gado holandés atinge 15 %,
acarretando prejuizos da ordem de 5 milhdes de dolares nos EUA (Shuster et al., 1992; Healy &
Dennis, 1994, Kehrli, et al., 1994).

A glicogenolise generalizada “Pompe’s disease” € uma doenga
autossOmica recessiva causada por uma deficiéncia da enzima o-glucosidase acida, acarretando um
acumulo de glicogénio nos tecidos, sendo reportada inicialmente em humanos e posteriormente em
bovinos da raca Brahman por Jolly em 1977. Esta doenga geralmente se manifesta aos 6 meses de
idade com aumento progressivo de fraqueza muscular e falta de coordenagio, quadro que se agrava
com o desmame e morte ocorrendo aos 9-12 meses (Reichmann et al., 1994).

Outras doengas hereditarias sdo: 1) Deficiéncia da Uridina Monofosfato
Sintetase, conhecida por “DUMPS”, descrita por Schwenger et al. (1993) € resultado de uma
mutag@o pontual determinante de um “codon” terminal deste gene; 2) Deficiéncia na coagulagdo
sangiinea devido a uma delecdo de 20 pares de base no gene do Fator XI localizado no cromossomo
17 (Robinson, 1994); 3) Citrulinemia, decorrente da ineficiéncia da argininasuccinato sintetase por
substitui¢do de uma par de base que elimina o sitio de restrigdo da enzima Ava-ll (Dennis et al.,
1989), manifesta-se pelo aumento da concentra¢do de amdnia e diminui¢do de arginina no plasma
sangiiineo 24 horas ap6s o nascimento, com morte a uma semana de vida. A freqiiéncia génica

observada na raga australiana ‘Friesien” foi F(g)= 0,10 (Shanks et al., 1995).
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Resisténcia a Doencas Infecciosas

As moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade “MHC -
Major Histocompatibility Complex”, conhecido por “HLA -Human Leukocyte Antigen” em
humanos, ou “BOLA -Bovine Leukocyte Antigen” em bovinos, foram identificadas como
determinantes do controle da rejeicdo de tecidos transplantados, exercendo importante fun¢do no
sistema imunologico de vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. Atuam no
reconhecimento de microrganismos ou moléculas estranhas ao organismos. A fun¢do do MHC ¢€ se
ligar a peptideos derivados do metabolismo protéico exterior a célula e apresenta-los aos linfocitos T,
e desta forma, a apresentagdo de peptideos estranhos desencadeia a resposta imunologica (Anderson,
1994).

Os antigenos MHC, codificados em 105 genes contidos em 4.000 Kb,
sdo divididos em Classe I, com 45 locos, expresso em praticamente todos os tecidos, classe II em
células do sistema imune (macrofagos e células B), Classe III, bastante heterogénea, envolvidos com
comunicag@o entre células e biossintese de esteroides e Classe IV em aves, sendo que um loco classe
I apresenta 61 alelos diferentes em humanos (Kaufman et al., 1992).

O polimorfismo nestes locos deve ser mantido por selegdo balanceada
(balancing selection). Algumas evidéncias que suportam esta afirmagdo sdo: 1- As frequéncias alélicas
sdo melhores distribuidas do que o esperado para alelos neutros, 2- A freqiiéncia relativa de
substituigdes ndo sindnimas (substituigdo que altera a seqiéncia de aminoacidos) é superior as
substituigdes sindnimas (Hughes & Nei, 1988, 1989) e 3- Takahata & Nei (1990) demonstraram que
o tempo de persisténcia dos alelos MHC, milhGes de anos, excede o esperado para alelos
seletivamente neutros. Este balanceamento das freqiiéncias alélicas parece ser determinado,
provavelmente, por interagdes com patogenos. Dois mecanismos sdo utilizados para explicar este
tipo de selegdo (Andersson, 1994): 1- Sobredominancia, a frequiéncia de heterozigotos € superior ao
esperado, 2- Selecdo dependente das freqii€ncias alélicas, de forma que a vantagem seletiva €
inversamente proporcional a sua frequiéncia na populagdo, outra alternativa € o acasalamento

preferencial, em que se evita a reprodugdo entre individuos aparentados.
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Uma revis@o sobre associag@o entre polimorfismo de MHC e resisténcia
a doengas foi apresentada por Andersson (1994), onde os haplotipos Classe I aparecem
freqiientemente associados com resisténcia a doengas e os Classe II relacionados a uma maior
resposta a vacinag@o. Mejdell et al. (1994) estudaram a associag@o entre polimorfismo do BOLA-A e
resultados de teste de progénie para resisténcia a mastite e ketose em gado da Noruega. Berryere et
al. (1994) sugerem associagéo entre o haplotipo 1 de DRB e mastite por Staphylococcus aureus. Xu
et al. (1993) indicam associagdo entre suscetibilidade a linfocitose persistente e BOLA -DRB3.

O aumento do valor genético para resisténcia a doengas através da
selecdo de alelos especificos € improvavel, uma vez que a resisténcia relativa de um determinado
genotipo varia entre familias, assim como entre cepas do patogeno. Além disto, a selegio de
determinados alelos podera aumentar a resisténcia a uma doenga especifica, diminuindo para outras e
a perda de diversidade de MHC necessitara de milhdes de anos para ser restaurada. Estes argumentos
evidenciam a necessidade de se manter a diversidade do MHC (Andersson, 1994, Mejdell et al.,
1994). Os estudos indicam que uma melhor compreensdo da fungdo dos BOLA permitira produzir
vacinas mais eficientes na imunizagdo dos individuos de uma populagéo (Andersson (1994).

Olsaker et al. (1993) observaram associagdo entre uma banda de 16 Kb
obtida através de RFLP do agrupamento genético da lisoaima e sua atividade enzimatica em bovinos
da Noruega. Esta enzima possui agdo bactericida por degradar a camada peptidoglicana da parede
celular de bactérias estimulando uma resposta do sistema imunologico (Jollés & Jollés, 1984),

estando presente no soro sangiiineo e colostro.

Selecdo Assistida por Marcadores Genéticos - MAS

O melhoramento genético dos animais domésticos tem sido realizado
para caracteristicas de desempenho, como crescimento, producdo de leite e eficiéncia alimentar,
aplicando principalmente principios de genética quantitativa, de modo que, os individuos de uma
populagdo sdo avaliados através de metodologias estatisticas que mudaram consideravelmente no

decorrer dos anos.
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Os programas de melhoramento genético de bovinos de corte
utilizaram, até meados de 1980, a teoria dos indices de sele¢do com énfase em selegdo dentro de
rebanhos em sua grande maioria. A partir daquela data, a metodologia dos modelos mistos para a
estimagdo do valor genético dos animais, expresso em termos de Diferenca Esperada Na Progénie-
DEP vem apresentando grande destaque (Henderson, 1988, Quass & Pollak, 1980).

Os resultados do melhoramento genético, a longo prazo, tém sido
bastante expressivos, como mostrado por Coutinho & Regitano (1995). Em frango de corte houve
uma redugdo de 72 para 42 dias para se atingir o peso de abate e na conversdo alimentar de 2,338
para 1,77, em 26 anos. Na suinocultura, um animal de 1958-59 apresentava, em média, 3,05 cm de
gordura subcutanea e 29,3cm’ de area de olho de lombo. O suino moderno possui 1,2 ¢cm de gordura
subcutinea e 35,2 cm® de area de olho de lombo. Na bovinocultura, um incremento de 1- 2% ao ano
tem sido alcangado na produg@o de leite na ultima década.

Entretanto, apesar desses resultados, diversas limitagdes estdo se
tornando mais aparentes. A eficiéncia das técnicas tradicionais de sele¢do € bastante limitada em
caracteristicas de dificil mensuragdo ou que ndo podem ser diretamente mensuradas (resisténcia a
doengas, caracteristicas de carcaga e produgdo de leite de touros), de baixa herdabilidade
(fertilidade), ou que apresentam correlagdes genéticas negativas (produgio de leite e concentragio de
gordura no leite) (Schwerin et al., 1995).

A analise molecular do genoma dos animais domésticos podera
contribuir para solucionar algumas destas limitagoes. A capacidade de particularizar caracteristicas
genéticas complexas em entidades mendelianas individuais, ou seja, atribuir efeitos genéticos a
segmentos cromossdmicos (QTL) ou genes mapeados, permitira utilizar estas informagées em
programas de Selecdo Assistida por Marcadores (Marked Assisted Selection, MAS) na predigdo do
valor genético. A acuracia das predigGes e a intensidade de selegdo aplicada ao rebanho poderiam ser
incrementadas, diminuindo o intervalo entre gerag@o e economizando esforgos em testes de progénie

de touros. Novas perspectivas para selegdo concomitante para diversas caracteristicas
correlacionadas, retengdo de heterose, implementagdo de sistemas de acasalamento para otimizar
componentes genotipicos de domindncia e epistasia assim como executar introgressdo de genes
desejaveis a partir de bancos de germoplasma (Soller & Beckmann, 1983; Beever et al., 1990; Rocha

et al., 1992; Bink & Arendonk, 1994) estardo disponiveis em um futuro proéximo.
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Rocha et al. (1994) utilizaram o termo “Tlusdo Aditiva” ao se referir a
um exagerado otimismo e promessas de facil emprego de marcadores com proposito de selegdo.
Estes autores afirmam que os fendmenos biologicos freqiiéntemente ndo sdo aditivos, ou seja, genes
isolados ndo podem ser classificados por bons ou ruins. Somente o gen()tibo como um todo pode
receber este tipo de classificagdo, ainda assim em relagdo a determinada condi¢gdo ambiental. A
inconsisténcia dos resultados verificados em 40 anos de pesquisa envolvendo associagdo entre
caracteristicas de desempenho e marcadores sangiiineos e do leite suporta este ponto de vista.

O potencial do uso de marcadores moleculares deve ser discutido
distinguindo os tipos I e II. Os marcadores tipo I, com efeito direto na caracteristica de interesse,
gerados através do procedimento do gene candidato, sdo dificeis de serem obtidos, mas possuem
potencial maior de aplicagdo do que os tipo II, conhecido por “MAS verdadeira”, com efeito indireto
baseado em ligagdo fisica entre o loco marcador e o “QTL” de interesse (Notter, 1994)

Algumas limitagdes ao uso de “MAS verdadeira” devem ser
consideradas: 1- O tamanho e complexidade das formulagdes genéticas e metodologias estatisticas
necessarias para se determinar a associagdo. 2- A associag¢do entre um alelo marcador e o “QTL”
favoravel pode variar dentro e entre populagdes, e por esta razdo a “MAS verdadeira” deve ser
empregada somente dentro de familia onde o touro € heterozigoto para ambos os locos, ou seja, o
touro deve ter a progénie testada para determinar a associagido para entdo aplicar a sele¢do somente
em sua progénie (Notter, 1994). 3- O marcador deve estar adjacente ao “QTL” de interesse, entre 1 e
2 cM, para evitar falsa identificagdo de individuos portadores do alelo superior por recombinagao
entre 0s locos na progénie. Quanto mais forte a ligagdo menor a necessidade de novos testes para
restabelecer a ligag@o na descendéncia (Smith & Smith, 1993). 4- A maioria das caracteristicas de
importancia econdmica possuem heranga quantitativa, ou seja, sob controle de um grande nimero de
locos “QTLs”, de pequeno efeito cada. Entretanto, uma quantidade consideravel da variabilidade de
caracteristicas quantitativas pode ser atribuida a segregacdo de um niimero relativamente pequeno de
“QTLs”. Exemplos incluem o gene da hipertrofia muscular em algumas ragas bovinas (Nott &
Rollins, 1979), sindrome de estresse em suinos (Ramunsen & Christian, 1976) e gene boroola em
ovinos (Piper & Bindon, 1988).

Apesar destas limitagSes a MAS esta sendo empregada para detectar

doengas hereditarias e gengtipos superiores para caracteristicas de heranga simples, como a Sindrome
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do Estresse em Suinos “PSS”, Deficiéncia de Adesdo Leucocitaria “BLAD” em bovinos (Shuster,
1992). As caracteristicas determinadas por pequeno numero de locos, como coloragdo de pelagem e
presenga de chifres também podem ser avaliadas através de marcadores (Georges et al., 1993 a, b).
Schmutz et al. (1995) empregaram microssatélites para selecionar animais mochos da raga Charolesa.

Coutinho & Regitano (1995) citam o uso de marcadores moleculares
para realizar introgressdo genética, o que permite reduzir o intervalo entre geragdes e niimero de
geragdes necessarias para isolar o gene “exdgeno” de interesse no genoma que se deseja melhorar
(Tanksley & Rick, 1980). O tempo necessario para realizar a introgressdo pode ser reduzido ainda
mais com o uso da “velogenética” (Massey & Georges, 1992), em que embrides bovinos de
aproximadamente 180-200 dias podem ser geneticamente avaliados e seus odcitos coletados,
maturados e fertilizados “in vitro”.

O uso de “DNA- fingerprinting” com sondas minissatélite aplicado a
introgressdo genética foi proposto por Hillel et al. (1990). O processo sugerido baseia-se em
retrocruzamentos e selecdo dos reprodutores que possuam maxima semelhanga genética para a
linhagem receptora e minima semelhanga para a linhagem doadora.

A MAS pode ser utilizada também para orientagdo de acasalamento
visando obter maxima heterozigose e conseqii€ntemente aumento da produgdo por heterose. Cepica
et al. (1995) obtiveram, em suinos, um aumento significativo da heterozigose na progénie de
cruzamentos entre ragas selecionadas para maxima distancia genética (Nei, 1972) avaliada através de
grupos sangiiineos e polimorfismos protéicos. Haberfeld et al. (1996) propde o uso de “DNA-
fingerprinting” rotineiramente para orientar acasalamentos em criagdo de aves. Estes autores
obtiveram um aumento no nivel de heterose para as caracteristicas de peso corporal jovem e idade a

primeira postura.

Estudos Taxonomicos e Populacionais

Uma filogenia confidvel dos eucariotos € necessaria para estudos de

caracteristicas moleculares, celulares e do desenvolvimento. Entretanto, uma filogenia inequivoca nio

foi obtida através de evidéncias morfologicas, bioquimicas, citologicas ou fisiologicas devido a
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enorme diversidade dos dados e escassez de achados arqueoldgicos (Cavalier-Smith 1993, Wainrigth
et al,, 1993). Estudos envolvendo niveis taxondmicos mais altos tem sido efetuados através da
comparagdo da seqiiéncia nucleotidica ou de mapas de restricdo das subunidades ribossomais e uma
variedade de proteinas que possuam baixa taxa de mutagdo e estejam presentes em todos os
organismos (Cavalier-Smith 1993; Wainrigth et al., 1993; Nikoh et al., 1994, Kumar & Rzhetsky,
1996).

Os niveis taxondmicos mais baixos estdo sendo estudados através de
outras categorias de marcadores moleculares menos conservados, como o RAPD (Teale et al., 1995,
Comincini et al., 1996), o DNA mitocondrial (Loftus et al., 1994 a, b) e as regides satélite do DNA
(Ciampolini et al., 1995; Machugh et al,. 1994, Pépin et al., 1995; Modi et al., 1996).

As relagdes genéticas entre as diferentes ragas de bovinos vem sendo
objeto de estudos visando esclarecer questdes importantes relacionadas a taxonomia, a domesticagio
e as caracteristicas peculiares de cada raca (Machugh et al., 1994), assim como, favorecer programas
de melhoramento genético e preservagéo de germoplasma. Pesquisas utilizando grupos sangiiineos e
protéicos e conformagdo do cromossomo Y, revisados por Barbosa (1988), ilustram as distingGes
entre as ragas zebuinas (Bos indicus) da Asia e Africa e as taurinas (Bos taurus).

Os marcadores RFLP em DNA mitocondrial, cromossomo Y além de
microssatélites autossomicos foram utilizados por Cunninghan et al. (1995) para estudar as relagdes
genéticas entre gado africano, europeu e asiatico. Os resultados evidenciaram uma grande
semelhanga entre as populacdes européias e africanas para DNA mitocondrial que diferem
aproximadamente 5% das populagGes zebuinas. Os dois tipos principais de cromossomo Y foram
observados nas ragas africanas sugerindo aos autores que as populagdes africanas teriam sido
formadas a partir de ragas européias com migra¢des recentes de touros zebuinos. As distancias
genéticas obtidas por microssatélites sio concordantes com os resultados obtidos para DNA
mitocondrial e cromossomo Y.

O polimorfismo de DNA mitocondrial foi utilizado por Loftus et al.
(1994 a, b) em populagdes de gado européias, africanas e indianas para estimar a distancia genética
entre as ragas taurinas e indianas. Os resultados indicam que a divergéncia entre zebuinos e taurinos
ocorreu entre 575.000 e 1.150.000 anos, bem acima dos 10.000 anos postulado pela hipétese de

domesticagdo tnica.
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Medjugorac et al. (1994) estimaram as distancias genéticas de
populagdes de gado europeu através de 86 locos de Grupos sangiiineos, proteinas do sangue e do
leite, sugerindo movimentos, em larga escala, destas popula¢des de gado migrando conjuntamente
com humanos no periodo Neolitico, da Asia para a Europa, através dos Balcas.

A caracterizagio de populagdes zebuinas foi realizada por
Zafindrajaona & Lauvergne (1993) através de grupos sangiiineos e proteinas do leite. Estes autores
puderam concluir que as cinco diferentes regides da ilha de Madagascar possuiam populagdes
semelhantes apresentando freqiéncia alta do alelo A de Kapa-Caseina, do alelo B de B-
Lactoglobulina e cromossomo Y acrocéntrico.

Um estudo foi realizado em humanos por Bowcock et al. (1994)
empregando 30 locos microssatélites em 15 populagdes indigenas dos S continentes. O resultado do
estudo foi a construgdo de um dendograma a partir das distancias estimadas e comparagéo com
resultados obtidos com DNA mitocondrial. Machugh et al. (1994) e Ciampolini et al. (1995)
ressaltam a utilidade destes marcadores em estudos populacionais intraespecificos devido a alta taxa
de mutagdo, para a avaliagio de bancos de germoplasma, identificagdo de animais, estudos
evolucionarios, domesticagdo e migracdo, entre outras.

Vaiman et al. (1994) clonaram, localizaram e avaliaram o polimorfismo
em 99 microssatélites de bovinos, os quais apresentaram de 4 a 10 alelos e Conteido de
Polimorfismo Informativo (PIC) variando entre 0,4 e 0,75 para mais de 70% dos marcadores. Para o
microssatélite INRA-006 estes autores obtiveram 7 alelos e PIC 0,51.

Machugh et al. (1994) estudaram seis ragas (Aberdeen Angus, Friesian,
Hereford, Jersey, Simental e Charolés) de regides geograficamente distintas da Europa empregando
12 locos microssatélites. A heterozigose variou entre 0,0 e 0,91. Desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg foram encontrados em alguns locos e o dendograma construido a partir das estimativas de
distancia genética apresentou concordancia com o histérico conhecido das ragas.

Ciampolini et al. (1995) investigaram a variabilidade dentro e entre
quatro ragas italianas de gado de corte (Chianina, Marchigiana, Romagnola e Piemontés) em 220
animais n3o aparentados. Estes autores estimaram as freqiiéncias alélicas, PIC (conteudo de
polimorfismo informativo), HET (heterozigose), EHW (equilibrio de Hardy-Weinberg) e

aprimoraram um método para se calcular a distdncia genética entre animais e ragas através de
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comparagdes em pares para serem empregados quando estiverem disponiveis um grande numero de
marcadores polimorficos codominantes (no caso os microssatélites). Os resultados obtidos foram:
numero total médio de alelos de 10,59, PIC médio de 0,61 e EHW nio foi encontrado, para alguns
locos. O dendograma indicou uma grande similaridade entre Marchigiana e Romagnola, enquanto o

Chianina ocupa uma posi¢do intermediaria. O Piemontés € a mais distinta das ragas estudadas

Teste de Paternidade

O correto parentesco entre os individuos de uma populagdo é pré-
requisito para um programa de melhoramento genético eficiente (Van Vleck, 1970; Geldermann et
al., 1986, Glowatski-Mullis et al., 1995). A estimag@o dos parametros genéticos populacionais e de
mérito genético dos individuos através de modelo animal € dependente de genealogia indubitavel
(Ron et al.,, 1995), uma vez que estes modelos empregam dados de desempenho de animais
aparentados.

Van Vleck (1970) afirma que o aumento no erro de identificagéo de
touros proporciona uma estimativa tendenciosa dos parametros genéticos populacionais. Geldermann
et al. (1986) sugerem um decréscimo entre 8,7% e 16,9% no ganho genético anual em bovinos para
uma freqiiéncia de 15% de erro de identificagdo. Ron et al. (1995) sugere um acréscimo de 5% ao
ganho genético anual ao realizar teste de paternidade nos 100 filhos dos 50 touros testados
anualmente em Israel.

Um pequeno numero de identificagdo equivocada compromete
demasiadamente as estimativas de parametros genéticos e estudos que envolvem segregacdo de
caracteristicas fenotipicas e marcadores genéticos (Kinghorn et al., 1993). Além disto, diversas
propriedades empregam praticas de manejo que comprometem as informagdes relacionadas a

genealogia, como o uso de reprodutores multiplos em monta natural (‘Trovo et al. 1997).

'TROVO, J. B. F.; RAZOOK, A. G.; LOBO, R. B. et al. AvaliagGes genéticas em bovinos de corte
utilizando estruturas de dados ndo-convencionais. EMBRAPA- CENARGEM, Brasilia. (Em
elaboragdo), 1997.
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Uma revisdo apresentada por Trovo et al. (1997) cita os autores Poivey
e Elsen (1984) como os primeiros pesquisadores a proporem um método de avaliagdo genética,
baseado na teoria dos indices de selegdo, de touros incorporando informagdes de paternidade incertas
e Foulley et al. (1987) a desenvolveram um método fundamentado em principios bayesianos. Ambos
os métodos estdo baseados na substituicdo da matriz de parentesco por uma matriz de probabilidades
associadas a paternidade de cada progénie com registros de desempenho. Os autores puderam
concluir que : 1) na auséncia da possibilidade de se determinar a paternidade dos individuos
envolvidos na estimagdo do valor genético do touro o emprego da matriz média de parentescos
apresenta vantagens com relagdo a simplesmente desconsiderar os dados da progénie e 2) Futuros
trabalhos deveriam considerar as vantagens advindas destas praticas de manejo e o custo relacionado
aos testes de paternidade.

Estudos de paternidade em gado bovino, usando grupos sangiiineos e
proteinas do leite, evidenciaram uma alta freqii€ncia de paternidade incorreta em paises como Israel
(25%), Alemanha (4-23 %), Dinamarca (8-30%), Holanda (=8%) e Irlanda (=20%), justificando a
sua utilizagdo em programas de melhoramento genético (Geldermann et al., 1986; Beechinor &
Kelly, 1987; Ron et al., 1995).

Uma caracteristica geneticamente determinada que se expressa ao
nascimento e permanece constante durante a vida do individuo, ndo sendo afetada com a idade, por
doengas ou condi¢des ambientais, pode ser utilizada para se analisar paternidade. Por exemplo,
Gjertson & Morris (1995) reporta um caso descrito por Archer em 1810 em que uma mulher branca
concebeu um par de gémeos, um branco e outro mulato evidenciando assim que a mulher havia
mantido relagdo sexual com um homem branco e outro negro. Entretanto, a probabilidade de
exclusdo obtida através de caracteristicas fisicas pequena. A descoberta das reagdes de aglutinagio
ABO em humanos permitiu incorporar os grupos sangiiineos aos Testes de Paternidade. Os
marcadores disponiveis incluem os grupos sangiiineos, o MHC- Complexo Principal de
Histocompatibilidade, polimorfismos bioquimicos assim como polimorfismos de DNA, como por
exemplo RFLP e microssatélites.

As relagdes de parentesco entre individuos podem ser testadas
empregando as diversas categorias de marcadores genéticos citados anteriormente. Se o genétipo de

um provavel touro for incompativel com os genoétipos da vaca e progénie este € excluido de
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paternidade. Por outro lado, se os genotipos sdo compativeis pode existir duas possibilidades: 1- O
touro é o progenitor biologico, 2- O touro possui um genétipo compativel por acaso. A
probabilidade de ser descobrir um genoétipo incompativel € conhecido por probabilidade de exclusdo
(PE). Portanto, a PE é a probabilidade de um touro aleatoriamente escolhido ser excluido de
paternidade de um par vaca/progénie também escolhidos ao acaso (Dodds et al., 1996).

A férmula empregada para o calculo da Probabilidade de Exclusdo para
marcadores codominantes autossOmicos foi descrita por Jamielson (1965). A probabilidade de
exclusdo associada a Testes de Paternidade vem sendo estudadas por diversos autores (Chakraborty
et al., 1974, Crawford et al., 1993; Jamielson, 1994).

O nimero de locos e alelos conhecidos tém aumentado tanto para
antigenos eritrocitarios, quanto para polimorfismos bioquimicos e complexo principal de
histocompatibilidade (Salaru, 1993; Glowatzki-Mullis et al., 1995; Jamielson, 1994). Em alguns casos
o polimorfismo gerado por estes marcadores € suficiente para uma conclusdo definitiva e outros
sistemas de marcadores genéticos devem ser utilizados. Gjertson et al. (1988) sugerem uma PE de
0,99 como um valor adequado para a realizagdo do teste de paternidade.

Diversos marcadores moleculares vém sendo empregados com este
intuito, cada qual com suas vantagens e desvantagens. Os RFLPs geralmente fornecem baixa
heterozigose e conteiido de polimorfismo informativo (Litt & Luty, 1989). Impressdes Digitais do
DNA obtidas através de sondas minissatélites multilocais sio extremamente complexas e bastante
informativas, sendo entretanto, dificeis de serem interpretadas por ndo apresentarem codomindncia e
além disto, alguns casos apresentam bandas de diferentes locos que migram conjuntamente (Jeffreys
etal, 1991; Pena e Chakraborty, 1994).

O parentesco determinado por regidGes mini e microssatélites loco
especifico supera muitas das dificuldades associadas a outros tipos de marcadores. Estes marcadores
geralmente apresentam uma heterozigose superior a fornecida por RFLPs, sendo de interpretacdo
muito mais facil do que os padrdes gerados por minissatélites multilocais (Jamielson, 1994, Usha et
al., 1995). Esta abordagem loco especifico vem sendo utilizado na maioria dos laboratorios de Teste
de Paternidade em humanos nos EUA (Pena & Chakraborty, 1994).

As vantagens associadas aos microssatélites grande polimorfismo, boa

distribui¢@o, codomindncia e facilidade de serem obtidos por reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
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0 que torna exequivel a padronizagdo dos protocolos entre os laboratorios (Glowatzki- Mullis et al.,
1995) permitindo, inclusive, o diagnostico pré-natal (Arroyo et al., 1994, Hammond et al., 1995).

Os microssatélites estdo sendo utilizados com este proposito em
diversas espécies de animais domésticos como, bovinos (Glowatzki- Mullis et al., 1995, Usha et al.,

1995; Vankan et al., 1994), suinos (Hohenhorst et al., 1994), caninos (Dostal & Stratil, 1994 ) e
caprinos (Amigues, et al., 1994).



3- MATERIAL E METODOS

3.1- MATERIAL
3.1.1- Tampoes

TAMPAO DE LISE

SACATOSE. ... ettt e et 0,32M
tris- HCL(pH 7,5)...c..oooiiiiiiiie, 12 mM
MgClz ................................................................ 5,0 mM
tItON-X. 1,0 %
TAMPAO DE PCR

KOl 50 mM
tris- HCL(pH 8,3).......oooio 10 mM
MECla. ..o 1,5 mM
tIItON- X.. 1,0 %

TAMPAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA
TBE 20 X modificado............cccoooiiiii 60 ml

solugdodeuréia.....................ocooccoeiii 1.000 ml
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TAMPAO DE CORRIDA
TBE 20 X modificado..............covvee 60 ml

Completar o volume para 1.000 ml

TAMPAO DE PROTEINASE- K

TAMPAO DE PARADA (LOADING BUFFER) 6X

azul de bromofenol...........................cooo 0,25 %
xilenocianol.....................oooo 0,25 %
glicerol em agua.................c.ooooiiiii 30 %

TAMPAO DE PARADA DESNATURANTE
(LOADING BUFFER) 1,5 X

azul de bromofenol ... 2,5 mg
xilenocianol.........................cc 2,5 mg
EDTA 0,5 M (PH 7,5)...oeooeooeoeeoroeoeeoeer, 0,2 ml
formamida.......................... 4.75 ml

TBE 10X ( TRIS- BORATO EDTA)

trIS=DASE. ... 0,089 M
AcidO BOTICO. ... 0,089 M
EDTA O0,SM (pH8,0)......cccooviiiiiiiiiice, 0,002M

Dissolver em 900 ml a4gua Milli-Q , ajustar pH para 8,0 com HCl. Completar o

volume para 1.000 ml e esterilizar em autoclave.



TBE 20X MODIFICADO (TRIS- BORATO EDTA)

IS DASE......ooviiiiiiec e 2422¢g
acido bOTICO.........ocoiviiii 120g
EDTA ... e 588

Completar o volume para 1.000 ml

3.1.2- Solucdes

SDS 20 % (SODIO DODECYL SULFATO)

Adicionar 900 ml de agua destilada. Aquecer a 68 °C e agitar para dissolver.

Ajustar o pH para 7,2 com HCI e ajustar o volume para 1.000 ml.

SOLUCAO DE UREIA

Completar o volume para 1.000 ml. Aquecer para dissolver

SOLUCAO DE PERSULFATO DE AMONIO 10%
persulfato de amonio.............................oc 1,0g

Completar o volume com agua MilliQ para 10 ml

SOLUCAO ACIDO ACETICO 10%
AC1IAO ACELICO. ...ovve e 10 ml

Completar o volume com agua destilada para 100 ml



SOLUCAO DE ACRILAMIDA 40%
acrilamida.................oooo 38¢g
NN’metilbisacrilamida.........................ccccccooii 2,0g

Completar o volume para 100 ml e aquecer a 37 °C para dissolver

SOLUCAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA DESNAT. - 6,67%

acrilamida 40%................ccooooii 10,0 ml
tampaodogel ... 49,65 ml
persulfato de amonio 10%.......................cc.c..o... 346,0 pul
TEMED ........ooooiiiiiiiiieeeee e, 34,6 ul

Adicionar o TEMED na solugdo sob agitagdo e

rapidamente verter a solugdo.

SOLUCAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA NAO
DESNATURANTE 10%

Acrilamida 40%...............ccooii 1,5 ml
HaO L 3,36 ml
TBE 10%......ccooiiieoeeeee e 0,6 ml
Persulfato de Amoénio 10%.................cccccoiiiil. 57,5 ul
TEMED..........oooooiiiiiiiiiiiie e 2,75 ul

Adicionar o TEMED e rapidamente verter a solug@o.

SOLUCAO DE REVELACAO

NaAZC O3 L 30g
HCOH. ..., 15 ml
NazS203. SHO oo 0,2 mg

Completar o volume para 100 ml.
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SOLUCAO DE IMPREGNACAO

Completar o volume para 100 ml.

SOLUCAO DE DESIDRATACAO

ACidO ACEtICO. ... 5,0%
metanol............... 5,0%
glicerol...............cooiii 5,0%

Diluir os componente em agua destilada

SOLUCAO ESTOQUE DE BROMETO DE ETiDIO (10 mg / ml)
brometo de etideo.......................cooooooii 0
aguadestilada............................... 5,0 ml

Armazenar em frasco escuro a -4 °C.

SOLUCAO DE BROMETO DE ETiDEO (0,48 mg / ml)
solugd@o estoque de brometo de etideo....................... 20pl

agua destilada.......................ooe 400mi
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3.2- METODOS

3.2.1- Obtencao das Amostras

O polimorfismo dos marcadores foi avaliado em uma amostra de 63
animais da raga Nelore ndo aparentados em primeiro grau, 50 provenientes de 21 rebanhos, dentre os
participantes da “Prova de Ganho de Peso” de 1995 do Instituto de Zootecnia de Sertdozinho e 13

animais pertencentes 8 ESALQ-USP.

3.2.2- Coleta de Sangue

A coleta de amostra de 5,0 ml de sangue periférico, foi feita utilizando
tubos vacutainer, contendo 7,5 mg de EDTA. Durante a coleta, o sangue foi homogeneizado ao
EDTA por inversdes do tubo e mantido sob refrigeragdo em caixa de isopor com gelo e apds a coleta

a 4°C em geladeira até 0 momento da extra¢do do DNA.

3.2.3- Extracao e Quantificacao de DNA

O DNA foi extraido através de dois métodos, o método descrito em

Innis et al. (1989, p 14), e o método de extragdo e precipitagdo do DNA em NaCl (Olerup &
Zetterquist, 1992).
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Método Desenvolvido por INNIS et al. (1989)

A extracdo foi efetuada a partir de 0,5 ml de sangue em tubos
eppendorf de 1,5 ml de capacidade contendo, além do sangue, 0,5 ml de solugdo de lise de
eritrocitos. O sangue foi homogeneizado por inversdes no tubo eppendorf, sendo entdo centrifugado
a 13.000 g por 20 segundos. O sobrenadante foi descartado e o pelete restante ressuspendido em 1,0
ml de solucdo de lise com auxilio de um vortex. Este processo foi repetido até a obtengdo de um
pelete branco.

Apos esta etapa o pelete foi ressuspendido em 0,5 ml de tampdo de
PCR contendo 30 pg de Proteinase K. A solugdo contendo o DNA foi entdo encubada em banho-
mania a 55°C, por uma hora, sendo entdo transferido para um banho-maria a 95°C por 10 minutos
para inativag@o da enzima.

O DNA foi mantido em freezer a -20 °C até o momento da

amplificagdo, sendo que para cada PCR, foi utilizado 5 ul de solugdo de DNA.

Método Rapido de Extragao e Purificacio com Sal

O volume de 0,5 ml de sangue, coletado conforme os procedimentos
descritos anteriormente, foi adicionado a 1,0 ml de tampao de lise em tubos eppendorf de 1,5 ml.

As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 1 minuto, o
sobrenadante foi descartado e o pelete ressuspendido em 1,0 ml de tampdo de lise, repetindo-se a
centrifugacdo e descarte do sobrenadante até a obtengdo de pelete branco, sendo entdo lavado em
agua destilada.

O pelete foi ressuspendido em 80 pl de tampdo de proteinase K (5X),
7,0 ul de proteinase ( 20 mg/ml), 10 ul de SDS 20% e 283 pl de agua destilada e incubado a 55 °C
por 1 hora. Adicionou-se 120 ul de NaCl 5,0 M ¢ apos agitacdo por 15 segundos a amostra foi

centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos.
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O sobrenadante foi transferido para outro tubo onde se adicionou 1,0
ml de etanol absoluto a -4°C, homogeneizado e centrifugado por 5 minutos & 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pelete restante foi desidratado. O pelete foi ressuspendido em 100 pl
de agua deionizada.

O DNA foi quantificado em fluorimetro, diluido para possuir uma
concentragdo final de 20 ng/ul e mantido em freezer a -20°C até o momento da sua utilizagdo. A

cada PCR foi adicionado S pul de DNA.

3.2.4- Reac¢ao de Amplificacio dos Marcadores RFLP

As regides de interesse do DNA foram amplificadas através da técnica
PCR, com auxilio de um aparelho termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., USA) seguindo um
protocolo basico. As reagdes de amplificagdo foram conduzidas com o maximo de cuidado para ndo
contaminar as solugdes estoque ou o meio de reagdo, utilizando pipetadores exclusivos para o

preparo da mistura de reagdo.

Protocolo Basico

A reagdo de amplificagdo dos marcadores “RFLP- Restriction Fragment
Length Polymorphism” foi efetuada em tubos eppendorf de 0,5 ml, o volume final de reagdo foi 25 pl

e uma gota de 6leo de silicone foi adicionada ao tubo para evitar evaporagdo das amostras.
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Meio de Reacdo

O meio de reagdo para PCR consistia de:

KOl 50 mM
MgECly 1,5 mM
TrissHCIpH8,4.........oo 10 mM
dNTP (cada)...............ooooociiin 0,20 uM
iniciador (cada).................ccooccooii 0,2 uM
TaqDNA polimerase................................... 0,5 unidades
DNA 2ENO0MICO. ... ...coiiiiiiiiiiiiiiiiiiei 100 ng

Seqiiéncia de Temperaturas

A seqiiéncia de temperaturas de desnaturagdo, anelamento e extensdo

da reagdo estdo apresentados abaixo:

1- desnaturagdo inicial 95°C 3 minutos

2- desnaturagio 95°C Iminuto

3- anelamento TA°C 30 segundos
4- extensdo 73°C 1 minuto
S-repetir2.3 e 4 29 vezes

6- extensdo final 73°C 3 minutos

7- resfriamento 4°C indeterminado

A TA°C- temperatura de anelamento e as alteragdes necessarias para a

otimizag@o da reagdo de amplificacdo de cada marcador esta indicada a seguir.
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Hormonio de Crescimento

Uma seqiiéncia de 223 nucleotideos localizada entre o intron IV e o
exon V do gene do hormdnio do crescimento foi amplificada, de acordo com o protocolo
apresentado anteriormente, utilizando 200 nig de DNA. A temperatura de anelamento foi de 58 °C.
Este polimorfismo foi descrito por Schlee et al. (1994) e os iniciadores empregados possuem a

seguinte seqiiéncia de nucleotideos.
GH- UP: 5’- gCT gCT CCT gAgggCCCTTCg -3’

GH- DOWN: 5’- gCgglCggCACTT CATgACCCT -3’

Kapa- Caseina

Uma sequéncia de 350pb do loco Kapa-caseina localizada entre os
nucleotideos 201 do exon IV e 149 do intron IV do loco de Kapa-Caseina, foi amplificada. A
temperatura de anelamento foi de 55 °C e a concentrag@o de iniciador 0,4 uM . Este marcador foi
descrito por Medrano & Cordova (1990a) sendo que os iniciadores possuem a seguinte sequiéncia de

nucleotideos:
KCN- UP; S’- ATC ATT TAT ggC CAT TCC ACC AAAg - 3’

KCN- DOWN: 5>~ gCC CAT TTC gCC TTC TCT gTAACAgA -3
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B- Lactoglobulina

Uma seqiiéncia de 247 pares do loco - lactoglobulina, localizada entre
os nucleotideos 23 do exon IV e 158 do intron IV foi amplificada utilizando os primers descritos por
Medrano & Cordova (1990b). A concentragdo de iniciador foi 3,2 uM e a temperatura de

anelamento 55 °C.

BLG- UP: 5’- TgT gCT ggA CAC CgA CTA CAAAAAg -3’

BLG- DOWN: 5>~ gCT CCC ggT ATA TgA CCA CCC TCT -3’

3.2.5- Digestao das Amostras Amplificadas

O fragmento amplificado de cada marcador foi digerido com enzimas
de restrigdo, conhecidas como endonucleases. Estas enzimas possuem como sitio de restrigdo a
seqiiéncia nucleotidica que se deseja estudar, ou seja, uma mutagdo no sitio ndo permite a digestdo
do fragmento neste loco.

A enzima utilizada para hormdnio de crescimento, Kapa-caseina e B-
lactoglobulina foram, respectivamente, A/« 1 (1,0 unidade), Hinf 1 (2,5 unidades), Hae III (12,5
unidades).

O fragmento do hormoénio de crescimento foi digerido em tubo
eppendorf de 0.5 ml, e meio de reagdo contendo 9,0 ul de produto de PCR (= 1,0 ug DNA)
amplificado, enzima A/« 1, 1,3 ul do tampao “One for All ™ ¢ o volume de agua Milli-Q necessario
para completar 13,0 ul. As amostras foram incubadas em banho- maria a 37 °C por 3 horas. Apos a

digestdo as amostras foram mantidas em freezer a -20 °C.
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O produto amplificado da Kapa-Caseina foi digerido por 3,0 horas a 37
°C em tubo eppendorfde 0,5 ml, e meio de reagdo contendo 9,0 ul de DNA, 2,5 unidades da enzima
de restrigdo Ainf1 e 10% do tampdo de digestdo “react 2” e agua MilliQ para completar o volume de
13 ul.

A digestdo do fragmento contendo a 3- Lactoglobulina foi realizada em
tubos eppendorf de 0,5 ml por 4,0 horas. O meio de reagdo foi preparado para possuir 12 pl de DNA
amplificado, 10 % de tamp@o de reagdo “react 2”, 12,5 unidades da enzima de restrigdo Hae III e

agua MilliQ para completar o volume de 15 pl

3.2.6- Eletroforese

Apo6s a digestdo do produto da amplificagdo os fragmentos de DNA
foram separados em gel de agarose de baixo ponto de fusio (LMP- Low Melting Point) a 3%
dissolvida em TBE 1X, em um sistema de eletroforese horizontal.

O preparo do gel consistiu em pesar a agarose, dissolver em TBE 1X
aquecendo-a em um microondas. A solugdo foi vertida ao atingir a temperatura de aproximadamente
50 -60°C, na cuba apos verificar o nivel da mesma. Foi adicionado TBE 1X apo6s 30 minutos de
solidificagdo, retirado o pente e aplicado 10 pul da amostra contendo tampyﬁo de parada ndo
desnaturante na propor¢@o de 1 para 5. Uma diferenga de potencial de aproximadamente 5,5 V/ cm

foi aplicada ao sistema por 30 minutos.



54

3.2.7- Visualizacao dos Fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA (bandas) dos marcadores RFLP foram
detectados através de brometo de etidio. O gel de agarose foi submerso em SO0 ml de solugdo de
brometo de etidio a 0,5 pug/ ml por 15 minutos, sendo entdo mergulhados em agua destilada por 10
minutos para retirar o excesso de brometo de etidio.

O DNA foi visualizado através da fluorescéncia do brometo de etidio quando

exposto a luz ultravioleta e fotografado com filme polaroide 667.

3.2.8- Marcacao de Iniciadores

Os “iniciadores Up” de cada marcador microssatélite foram marcados
3 . , - . . . ,
com y *’P-ATP na extremidade 3’ através da reagio “forward” catalisada pela enzima polinucleotideo

quinase T4- PNK (Amershan). A marcagéo foi realizada da seguinte forma:

Em um tubo eppendorf de 0,5 ml foi pipetado 200 pmol de “iniciador
UP” (5,0 ul de solugdo estoque 40 uM), adicionado 5,0 ul de tampao de reagdo 10 X da PNK, 20
uCi de y ?P- ATP (1,0 ul) sendo entdo centrifugados. Apos a centrifugagdo foi acrescentado 38,0 ul
de agua Milli-Q e 3,0 unidades (1,0 ul) de PNK, previamente diluida 1:10. Os tubos foram Incubados

a 37 °C em banho- maria por 1 hora e inativagdo a 65 °C por 5 minutos.

3.2.9- Marcacao Radioativa do Padrao de Peso Molecular

O Padrao de Peso molecular “escada de 10 pares de base (10 bp

ladder)”, com fragmentos variando entre 10 - 2000 pb foi utilizado como referéncia para estimagdo

do tamanho dos alelos de cada microssatélite. Este “ladder” foi marcado com y **P- ATP através da
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reagdo de troca do fosforo y (exchange reaction) entre o ATP e o oligonucleotideo utilizando a
enzima T4- Polinucleotideo Kinase (T4- PNK “Ready to go, Pharmacia). O protocolo da reagdo
consistiu de:

Foi adicionado 25 pul de agua Milli-Q ao tubo da enzima T4- PNK,
sendo incubada para dissolver. Foi diluido 340 ng (3,4 ul) de padrdo em 17,6 pl de agua Milli-Q e
adicionado ao tubo da enzima. foi acrescentado 20,0 uCi (4,0 pl) de y **P- ATP. O tubo foi
centrifugado e incubado a 37 °C por 60 minutos. A reagdo foi interrompida com a adigdo de 25 mM
(5,0 ul) de EDTA 0,5 M (pH 8,0) Ap6s o término da reagdo foi adicionado = 33,34 ul de tampao de

parada desnaturante.

3.2.10- Reacdo de Amplificacdo dos Marcadores Microssatélites

A reagdo de amplificagdo dos microssatélite foi otimizada de acordo
com o Protocolo Basico descrito anteriormente para os RFLP, empregando iniciadores ndo
marcados. O produto da amplificagdo foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose e
coloragdo com brometo de etideo.

Apoés a otimizagdo, a reagdo passava a ser efetuada com iniciadores
marcados com y *°P- ATP com uma concentragdo de iniciador reduzida para 0,16 pM, tanto o
“iniciador UP”” marcado com y *’P- ATP, quanto o “iniciador DOWN”, nio marcado. Um aparelho
termociclador PTC- 100 foi utilizado para reagdes em tubos eppendorf de 0,5 ml e em um PTC- 200

para reagdes em “placa de ELISA” de 96 amostras.



CSFM-50

O microssatélite CSFM-50, descrito por Moore et al. (1994) e

localizado no cromossomo 2, foi amplificado segundo o protocolo basico descrito anteriormente. A

temperatura de anelamento (TA) empregada foi de 55 °C. A sequiéncia dos iniciadores utilizados foi:

CSFM- UP 5’ AgT TCT CCT CTT gAT TTC AgT AAC -3’

CSFM- DOWN 5’- CCT ACT TCC TgC CTT TgC AgC ATA -3’

INRA-006

O microssatélite INRA-006, descrito por Vaiman et al. (1995) e

localizado no cromossomo 3, foi amplificado segundo o protocolo basico. A temperatura de

anelamento (TA) empregada foi de 58 °C. A sequéncia dos iniciadores utilizados foi:

INRA-006 UP 5’- Agg AAT ATC TgT ATC AAC CgC AgTC -3’

INRA-006 DOWN 5’- CTg AgC Tgg ggT ggg AgC TAT AAATA -3°



BM-1224

O microssatélite BM-1224, descrito por Bishop et al. (1994) e

localizado no cromossomo 4, foi amplificado segundo o protocolo basico descrito anteriormente. A

temperatura de anelamento (TA) empregada foi de 54 °C. A seqii€ncia dos iniciadores utilizados foi:

BM-1224 UP 5’- Agg AAC CAC ATT ggg TAg TCC -3’

BM-1224DOWN  5’- TCC CTC TCT CCC TgA ggC -3’

IGF-1

O (MS) IGF-I, localizado na extremidade 5 do gene IGF-I, no

cromossomo S e descrito por Bishop et al., (1994), foi amplificado com temperatura de anelamento

de 58°C. A seqiiéncia dos iniciadores utilizados foi:

IGF-I UP -5’ gCT Tgg ATg gAC CAT gTT -3’

IGF-I DOWN -5’ CACTTg AggggC AAATgATT -3°
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3.2.11- Visualizacio dos Microssatélites

Eletroforese

O produto da amplificagdo, durante a otimizagdo, foi submetido ao
sistema Mini-PAGE (eletroforese em mini gel de poliacrilamida) (Sambrook et al., 1989) para
visualizagdo dos produtos amplificados. Em cada gel foi aplicado o padrdao de peso molecular escada
de 10 pb e animais de genotipos conhecidos.

O preparo do gel de poliacrilamida para coloragdo com prata exigiu
cuidados para evitar a formagdo de “background”. As placas de vidro foram lavadas com detergente,
submersas em solu¢do de NaOH 0,1 M e enxaguadas em agua. Um molde formado pelas placas de
vidro e os espagadores, vedado com agarose 1%, serviu de recipiente para a polimerizagdo do gel.

A solugdo do gel de poliacrilamida foi vertida dentro do molde
imediatamente apds a adigdo de TEMED, evitando a formagdo de bolhas de ar, as quais
prejudicariam a migragdo dos fragmentos de DNA. O molde foi mantido par um periodo de 1 hora
com uma inclinag@o de = 5 graus para completar a polimerizagao.

O gel foi encaixado na cuba, e adicionada o volume adequado de TBE
1X. A amostra contendo tampdo de parada ndo desnaturante na propor¢do de 1 para S foi entdo
aplicada. O sistema foi submetido a uma diferenga de potencial de aproximadamente 4,0 V/cm por 2

horas.



Gel de Sequénciamento

A eletroforese dos microssatélites foi efetuada em gel de
sequénciamento devido a necessidade de uma distancia de migragdo de, pelo menos, 30 cm, para uma
perfeita separag@o entre os diferentes alelos, permitindo melhor identificagdo e estimagdo do peso
molecular. O gel utilizado foi de poliacrilamida desnaturante, para garantir que os polimorfismos
encontrados fossem resultantes somente do numero de repetigdes da seqiiéncia nucleo do
microssatélites e ndo alteragdes na sequéncia de nucleotideos, que em fita dupla podem alterar a
velocidade de migragéo.

O preparo do gel foi semelhante ao Mini-PAGE. As placas de vidro
foram lavadas com detergente, submersas em solu¢do de NaOH 0,1 M por 10 minutos e enxaguadas
em agua. Um molde formado pelas placas de vidro e os espagadores, vedado com fita adesiva, serve
de recipiente para a polimerizagdo do gel.

A solugdo de poliacrilamida desnaturante foi vertida dentro do molde
rapidamente ap0s a adi¢do de TEMED, evitando a formagédo de bolhas de ar e esperou-se uma hora
para completar a polimerizagdo. O gel foi preparado para possuir 6,67 % de poliacrilamida, 9,5 M de
uréia 2,5 mM de persulfato de aménia e 3,8 mM de TEMED.

O gel foi adaptado a cuba, adicionado tampéo de corrida até o nivel
necessario para cobrir as extremidades inferior e superior do gel. Apos a montagem da cuba foram
aplicados 5,0 pl de amostra, contendo tampéo de parada desnaturante na proporgdo de 2 para 3 de
tampdo e DNA respectivamente e 5 pl de padrdo de peso molecular , apos desnaturagdo a 90 °C por
15 minutos. Uma poténcia constante de 40 W foi aplicada pelo periodo necessario para a migragdo
dos fragmentos, aproximadamente 3 a 4 horas dependendo do tamanho médio dos alelos.

Apoés a eletroforese, o gel foi transferido para um papel de filtro,
coberto com filme de PCV e desidratado em secador de gel (Savant modelo SGD 2.000) por 1 hora

a 80 °C e pressdo negativa de 625 mm Hg.
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Coloracio por Prata

A visualizagdo das bandas durante a otimizagdo foi realizada por
coloragdo com nitrato de prata (Bassan et al., 1991).

O gel apos a eletroforese foi fixado em 100 ml de solugdo de acido
acético 10% por 20 minutos, lavado 3 X em agua deionizada por 2 minutos e impregnado em 100 ml
de solugdo de impregnag@o (nitrato de prata) por 30 minutos.

Apoés esta etapa, o gel foi enxaguado em agua deionizada por 20
segundos e submerso em solugdo de revelagdo por 2-5 minutos. Esta etapa foi realizada a
temperatura entre 20 e 25°C.

O desenvolvimento da coloragdo durante a revelagdo foi interrompido
com a imers@o em 100 ml de solugdo de acido acético 10 % por 10 minutos. O gel foi armazenado

em solugdo de desidratag@o.
Autoradiografia

Os géis desidratados foram colocados em cassete, com ou sem ecran,
para a exposi¢io aos filmes Hyperfilm ™ -MP (Amershan) ou RX (Fuji) & temperatura ambiente. O
periodo de exposicdo foi determinado com o auxilio de um contador Geiger de acordo com a Tabela
3.

Apos o periodo de exposi¢do os filmes foram revelados, em quarto
escuro, através do “KIT Kodak GBX”, da seguinte maneira:

O filme foi mergulhado em solugdo reveladora-reforgadora por 3
minutos, enxaguado em agua, fixado por 6 minutos em solugdo fixadora-refor¢adora e lavado em

agua por 15 minutos.
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Tabela 3: Relagdo entre periodo de exposig¢do e contagem por segundo (CPS).

Periodo de Exposigdo (dias)

CPS
Periodo de Exposigdo com ecran | Periodo de Exposigdo sem ecran
20 1 2
10 2 4
7 4 8
5 8 16
15 30
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3.3- ANALISE ESTATISTICA

A constituigdo genotipica dos individuos foi determinada, para cada
marcador, através da analise do tamanho e numero dos fragmentos. Para os marcadores RFLP, isto
significa presenga ou auséncia do sitio da enzima de restrigdo. Para os microssatélites, significa o
namero de repetigdes da seqiiéncia codigo.

Estes dados foram utilizados para se estimar a freqiiéncia génica e erro
padrio, frequéncia genotipica, heterozigosidade, diversidade génica, conteido de polimorfismo

informativo. O equilibrio de Hardy- Weinberg foi testado para cada loco marcador.

3.3.1- Caracterizacdo da Raga Nelore

Estimacio do Peso Molecular

O tamanho dos fragmentos foi estimado em fungdo da distancia de
migragdo no gel de poliacrilamida, uma vez que fragmentos de DNA desnaturados, migram no gel em
fungdo do numero de nucleotideos da cadeia.

O marcador de peso molecular (10 pb) foi adicionado em uma canaleta
de cada gel. As distancias de migrag@o das bandas do marcador e de cada amostra foram medidas
com régua. Desta forma pode-se estimar a fungdo logaritimica do tamanho pela distancia migrada
pelas bandas do marcador, assim como o coeficiente de determinagio (R?) da curva, com o auxilio do

programa EXCEL.
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Fregiiéncia Génica e Genotipica para RFLP

Os marcadores moleculares, RFLP e microssatélite, sio codominantes,
portanto as freqii€ncia génicas e genotipicas foram estimadas por contagem simples dos alelos a
partir dos resultados observados no gel de eletroforese (Weir, 1990). Os RFLP possuem somente

dois alelos, alelo A e alelo B, com freqii€ncia génica p e q, respectivamente, definidos por:

FREQUENCIA GENICA
_ 2 Naa + Nas

p 2N
_ 2 NBs + Nas

1 2N

ERRO PADRAO DA FREQUENCIA GENICA (EP)

EPq=EPp = %{Q

FREQUENCIA GENOTIPICA

Naa
F(AA) =
()N

Nus
F(AB) =
(4B) N
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Sendo que:
Na.4= numero de animais de geno6tipo AA
Npz= numero de animais de genotipo BB
Nap= numero de animais de genotipo AB
N = numero total de animais da amostra
p = freqii€ncia do alelo A

q = freqiiéncia do alelo B

Freqiiéncia Génica e Genotipica para Microssatélites

Os microssatélites possuem numero variavel de alelos em diferentes

locos e diferentes populag@o, com frequéncia p;, definida por:

FREQUENCIA GENICA (py)

2N+ ZMJ

_ =)
P 2N

ERRO PADRAO DA FREQUENCIA GENICA (EP)

EPpi = \/—p,-(l —P)
2N

FREQUENCIA GENOTIPICA (Fii)

Nii
Fi) =—
()=
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onde:

Nii = nimero de individuos homozigotos para o alelo i
Nij = niimero de individuos heterozigotos para o alelo i
pi = frequéncia do alelo i

n =numero total de alelos (i=1, 2, ..., n)

N = numero de individuos da amostra

Conteudo de Polimorfismo Informativo (PIC)

O conteudo de polimorfismo informativo (PIC) ¢
frequentemente utilizado para se avaliar se um loco marcador ¢ adequado para estudos de segregagdo
(Botstein et al., 1980). O PIC representa uma medida da porcentagem dos individuos que
contribuirdo diretamente para a estimagdo da frequéncia de recombinagdo (Da & Lewin, 1995),

calculado pela formula:

N N=1 N
PIC =1- (pr)ZZprp;
i=1 i=1izj
onde:
pi = freqiiécia do alelo i

p; = freqiiécia do alelo j

N = numero amostral
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Heterozigosidade Intraloco (HET) e Média (HETM)

Os valores de heterozigosidade por loco (HET), ou como média de

todos os locos (HETM) foi calculada de acordo com Weir (1990).

HET =1- po,
HETM = iZHEYL
nmy

Diversidade Génica Intraloco (DG) e Diversidade Génica Média (DM)

DG =1-3 " pe}
1
DM:I—;ZI:DG,

Sendo que:

N = numero total de animais

m = numero total de marcadores

n = namero total de alelos

i = i-ésimo alelo (i=1,2,...,n)

j = j-ésimo alelo (j=1,2,...,n)

[/ = 1-ésimo marcador (I=1,2,...,m)

po;= frequiéncia observada de homozigotos para o alelo i.

pe’ = frequiéncia esperada de homozigotos para o alelo i
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Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos os marcadores
RFLP e microssatélites pelo Teste Qui-quadrado (x?). A freqiiéncia esperadas para cada classe
genotipica foi calculada a partir da frequiéncia génica observada. Para evitar freqii€ncias esperadas
menores do 5 foi utilizada a técnica de agrupamento para os alelos de baixa freqii€ncia (Smith, 1986).

O niimero de graus de liberdade do teste € igual ao nimero de classes
fenotipicas menos o numero de parametros necessarios para se calcular os valores esperados nestas
classes (Belguelman, 1977). O valor obtido de % foi comparado com o valor do %’ tabelado no grau
de liberdade adequado.

Os valores de Qui-quadrado foram calculados através da féormula abaixo:

2
Ho, — He,
s | (=)
X =2
He

i

onde:
n, ;= numero observado de animais da classe genotipica ij

n, ;= numero esperado de animais da classe genotipica i
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3.3.2- Probabilidade de Exclusiao (PE)

A Probabilidade de Exclusdo representa a porcentagem de touros de
uma populagdo que sera excluida da paternidade de pares vaca/progénie amostrados ao acaso na

mesma populagdo. Para o calculo da probabilidade de exclusdo foi utilizada a formula descrita por
Dodds et al. (1996):

I
PE=Y.p(1-p) -5 X 2P, (430 -3p))

[E

onde:
pi = freqiiéncia do alelo i
p; = freqiiéncia do alelo j
i = i-ésimo alelo (i=1,2,...,n)

j = j-ésimo alelo (7=1,2,...,n)

Probabilidade de Exclusao Combinada (PEC)

A probabilidade de exclusio combinada (PEC) representa a
porcentagem dos touros de uma populag@o que seria excluida de paternidade em pelo menos um
sistema genético. Ron et al. (1995) apresentam a formula da Probabilidade de Exclusdo combinada da

seguinte forma:

PEC =1-][(1- PE)

m

onde:

m = numero total de marcadores.
[ =1-ésimo marcador (1,2...m).
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3.3.3- Probabilidade de Paternidade

A Probabilidade de Paternidade (PP) ou Probabilidade de Inclusdo foi
calculada de acordo com os procedimentos descritos por Gjerton & Morris (1995) e Dodds et al.
(1996). As familias analizadas foram amostradas aleatoriamente dentre os animais que contribuiram

para o calculo das freqiiéncias génicas.

PP =1-Pn

Pn= Z Py

onde:
Pn = soma das freqiéncias de todos os possiveis genétipos de touros
compativeis com os genotipos da vaca e progénie.

Pge = genotipos compativeis considerando pares de vaca/progénie.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- CARACTERIZACAO DA RACA NELORE

4.1.1- Determinacio dos Genotipos
Kapa-caseina
A determinagdo da constituigdo genotipica para kapa-caseina foi
realizada a partir da amplificagdo de um fragmento de 350 pares de base e restrigdo com a enzima
Hinf 1. Esta enzima possui dois sitios de restrigdo no alelo 1, gerando 3 fragmentos apos eletroforese
com respectivamente 134, 132 e 84 pares de base, e somente um sitio no alelo 2, gerando 2

fragmentos com respectivamente, 266 e 84 pares de base, conforme Figuras 1,2 e 3:

Figura 1. Fragmento amplificado e sitios de restrigdo para a enzima Hinf I no alelo 1 de Kapa-

caseina.
Hinf'1
3’-TAg TAA ATACCg gTA Agg Tgg TTT C.....(132pb).....coovvverice G/ANTC.......ooooviviiie -
5“ATC ATT TAT ggC CATTCCACCAAAL g3 oo, CINA/G.ooiiiviiiiiee, -
Hinf1.
e (134 pby)........... G/ ANTC........... (84 pb)............. 3’-Ag ACA ATg TCT CTT CCg CTT TAC CCg-S’
SRR CTNA/ G, TC TgT TAC AgA gAA ggC GAA ATg ggC-3’

Iniciadores em italico.

/ = sitio de restrigdo da enzima Hinf L

Figura 2. Fragmento amplificado e sitios de restrigdo para a enzima Hinf 1 no alelo 2 de Kapa-

caseina.
3’-TAg TAA ATA CCggTA Agg Tgg TTT C..oooooovvvivvviieicieeiec (266 Pb).....oooiiiiieeei -
S“ATCATT TAT gg@C CAT TCCACC AAA @3 oo, -
Hinf'1
e, G/ANTC.........ccoov. (84 pb)......... 3°-Ag ACA ATg TCT CTT CCg CTT TAC CCg-5’
o JTTT PO OO TRR CTNA/ G TC TgT TAC AgA gAA ggC GAA ATg ggC-3’

Iniciadores em italico.

/ = sitio de restrig@o da enzima Hinf 1.
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Horménio do Crescimento

A determinagdo dos genotipos para Hormonio do Crescimento foi
realizada a partir da amplificagdo de um fragmento de 223 pares de base e restrigdo com a enzima
Alu 1. Esta enzima possui 1 sitio de restrigdo no alelo 2, gerando 2 fragmentos apos eletroforese com

respectivamente 171 e 53 pares de base, ndo apresentando sitio no alelo 1, conforme Figuras 4, 5 e

6:

Figura 4. Fragmento amplificado do alelo 1 do Hormdnio de Crescimento.

3’-CgA CgA ggA CTC CCg ggA AgC........coene. (223 pb)...ccvvere 3’-TCC CAg TACTTC ACg gCg gCg-5’

5-gCT gCT CCT gAg ggC CCT TCG =3 ..vvviiiiiiiie e, Agg gTTC ATg Aag TgC CgC CgC-3°

Iniciadores em italico.

Figura 5. Fragmento amplificado e sitios de restrigdo para a enzima A/u I no alelo 2 do Hormonio

do Crescimento.

Alu 1
3’-CgA CgA ggA CTC CCg ggA AgC.............. (53Pb).ceeeeicii, TC/GA ..o -
5’-gCT gCT CCT gAg g8C CCT TCE =3 . oovveiieiieeeeeeieeeee e, AG/CT.iiiie, -
s (A71PD).ciiiiieciee e 3’-TCC CAg TAC TTC ACg gCg gCg-5
e e e e Agg gTTC ATg Aag TgC CgC CgC-3’

Iniciadores em italico.

/ = sitio de restrigdo da enzima A/ 1.
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B- Lactoglobulina

Os gendtipos para B- Lactoglobulina foram determinados a partir da
amplificagdo de um fragmento de 247 pares de base e restrigio com a enzima Hae III. Esta enzima
possui 1 sitio de restrigdo no alelo 1, gerando 2 fragmento apods eletroforese com respectivamente
148 e 99 pares de base, e 2 sitios no alelo 2, gerando 3 fragmentos de respectivamente, 99,74 e 74

pares de base, conforme Figuras 7, 8 e 9:

Figura 7. Fragmento amplificado e sitio de restrigdio para a enzima Hae III no alelo 1 da [-

Lactoglobulina.
Hae 111
3’-g AAA AAC ATC AgCCAC Agg TCg TgT.................. (99 Pb)..cei g/gCC...oevninnn. -
5°-TgT gCT ggA CAC CgA CTA CAA AAA G-3 .oooeeiiiiiee ettt CC/ g -
R OSSN RSUURTR (148 Pb) .o 3’-TCT CCCACC AgT ATA Tgg CCCTCg-5’
D PSP SRR AgA ggg Tgg TCATAT ACC ggg AgC-3°

Iniciadores em italico.

/ = sitio de restri¢do da enzima Hae II1.

Figura 8. Fragmento amplificado e sitios de restrigio para a enzima Hae III no alelo 2 da f3-

Lactoglobulina.
Hae III
3’-g AAA AAC ATC AgC CAC Agg TCg TgT.................. (99 PB).eeei g/gCC.n. -
5°-TgT gCT ggA CAC CgA CTA CAA AAA -3 .eeeeeiieiie e CCg/g..ccovvnnnnnn. -
Hae Il1
e (74 pb)..ocnee g/gCC.......... (74 pb).iiiis 3’-TCT CCCACC AgT ATA Tgg CCC TCg- 5’
D USRS UUUP CCE/ Bt AgA ggg Tgg TCA TAT ACC ggg AgC- 3’

Iniciadores em italico.

/ = sitio de restri¢do da enzima Hae III.
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INRA- 006

A determinagdo da constituigdo genotipica para INRA-006 foi

efetuada a partir da amplificagdo de um fragmento de 116 pares de base, na média. Este fragmento

possui a regido microssatélite polimorfica, conforme Figuras 10 e 12;

Figura 10. Fragmento amplificado contendo a regido microssatélite INRA- 006.

3>-TCCTTATAg ACATAETTEgCE TCA gevvvovvvveeecce CACACACACACACACA...........
5°-Agg AATATC TgT ATC AAC CgC AGT C-3’ oo gT gT gT gT gT gT gT..........
€ EHODPb) 3'-AT AA4 TAT CgA ggg Tgg ggT Cgd gTC-5’
e TA TTT ATA gCT CCC ACC CCA gCT CAg- 3’

Iniciadores em italico.

Regido microssatélite em negrito

CSFM-50

Os gendtipos para CSFM-50 foram obtidos a partir da amplificagdo de

um fragmento de 178 pares de base, na média. Este fragmento possui a regido microssatélite

polimorfica, conforme Figuras 11 e 13:

Figura 11. Fragmento amplificado contendo a regido microssatélite CSFM- 50.

3°-TCA AgA ggT gAACTA AAZTCATTE.cceovvieiiieeeeeeee CACACACACACACACA............

5"-AgTTCTCCT CTT gAT TTC AGT AAC-3"..coooiiieeee gT gT gT gT gT gT gT............
€, (E178PB).ciiiiiiieeeeee e, 3’-ATA CgA CgTTTC CgT CCT TCA TCC 5’
e TAT gCT gCA Aag gCA ggA AgT Agg-3’

Iniciadores em italico.

Regido microssatélite em negrito
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BM-1224

A determinagdo dos genoOtipos para o microssatélite BM-1224 foi
realizada a partir da amplificagdo de um fragmento de 164 pares de base, na média de seus alelos.

Este fragmento apresenta a regido microssatélite de interesse, conforme Figuras 14 e 16:

Figura 14. Fragmento amplificado contendo a regido microssatélite BM- 1224.

3’-TCCTTg gTg TAACCCATCAZE....ccoeevvveeiieeen, CACACACACACACACA............. -
5-Agg AAC CACATT ggg TAgG TCC- 3 ..oooiviiiiiiiiieeee gT gT gT gT gT gT gT.............. -
e (ZI64 PB)....oviiiiiiiiiie 3'-CggAgT CCC TCT CTC CCT- 5’

D T TS SPSP PR PPRRPPR gCC TCA ggg AgA gAg ggA-3’

Iniciadores em itélico.
Regido microssatélite em negrito
IGF-1
A constituigdo do gendtipo para o microssatélite IGF I foi determinada
a partir da amplificagdo de um fragmento de 227 pares de base, na média de seus alelos. Este

fragmento apresenta a regido microssatélite de interesse, conforme Figuras 15 e 17:

Figura 15. Fragmento amplificado contendo a regido microssatélite IGF 1.

3-CgAACCTACCTggTA CAA ..o CACACACACACACACA. ... -
5 -gCTTgg ATg gAC CAT gTT-3"....cooovvveviiiiiiiieienn gT gT gT gT gT gTgT.................. -
€ Z227 P 3’-TT AgT AAA Cgg ggd gIT CAC-5’
e e AA TCA TTT gCC CCT CAA gTg-3’

Iniciadores em italico.

Regido microssatélite em negrito
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4.1.2- Freqiiéncia Génica para RFLP

As freqii€ncias génicas, erros padrdo, heterozigosidade, diversidade
génica e conteido de polimorfismo informativo para os marcadores RFLP ( Kapa-caseina, B-
lactoglobulina e Hormdnio do Crescimento), estdo sumarizadas na Tabela 4..

A amostra obtida da raga Nelore apresentou Equilibrio de Hardy-
Weinberg para os marcadores estudados e o nivel de significancia do teste % - Qui-Quadrado esta

indicado na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Freqiéncias génicas observadas (freq) e seus respectivos erros padrdo (ep),
heterozigosidade (Het), diversidade génica (DG) e conteudo de polimorfismo
informativo (PIC) para os marcadores RFLP Kapa-caseina (KpCs), B-lactoglobulina

(B-lact) ¢ Horménio do Crescimento (GH) e teste x° para Equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW).
marcador |alelo |[freq |ep Het |DG PIC xZ
KpCs ) 0,913 | 0,025 | 0,175 | 0,16 | 0,147 | 0,56
@ 0,087 | 0,025 (ns)
B-lact ) 0,405 | 0,044 | 0,397 | 0,481 | 0,366 | 1,96
@ 0,595 | 0,044 (ns)
GH (1) 1.0 0 0 0 0
@ 0.0 0

ns= ndo significativo

As frequéncias génicas para os alelos 1 e 2 da Kapa-caseina foram
0,913 e 0,087 respectivamente, concordantes com os resultados encontrados por Kemenes (1996) e
por Del Lama et al. (1996), confirmando a baixa frequiéncia do alelo 2 nesta raga.

Para a B-lactoglobulina as freqiiéncias génicas obtidas também foram

bastante proximas dos resultados alcangados por Kemenes (1996) e Del Lama et al. (1996). Os alelos
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1 e 2 possuem freqiiéncias 0,405 e 0,595 respectivamente, sendo concordantes com os valores 0,33 e
0,77 encontrados por aquelas autoras.

O horménio do crescimento ndo apresentou polimorfismo de
substituigdo do aminoacido leucina/valina na posigdo 127 na amostra considerada. Lucy et al. (1993)
obteve as freqiiéncias 0,0, 0,07, 0,08, 0,21, 0,44 para as ragas Pardo-suisso, Holandés, Guernsey,
Ayrshire e Jersey respectivamente. Coutinho® (1997) avaliou as freqiéncias em outras ragas de
bovinos. Os resultados obtidos foram: os zebuinos (Gir e Guzera) estudados também ndo
apresentaram o polimorfismo, as ragas européias (Charolés e Caracu) e ragas sintéticas (Canchim e
Santa Gertrudes) apresentaram o polimorfismo, com frequéncias do alelo (2) 0,178, 0,264, 0,114,
0,152 respectivamente

A heterozigosidade, diversidade génica e conteido de polimorfismo
calculada para o horménio do crescimento € igual a O uma vez que ndo existe polimorfismo na
amostra. Para B-lactoglobulina os valores obtidos s@o relativamente altos levando em consideragdo a
natureza dialélica do marcador. O valor 0,397 € proximo ao maximo (0,5) possivel para esta
categoria de marcador. A Kapa-caseina apresentou baixa heterozigosidade 0,175 devido a grande
diferenga entre as frequiéncias dos alelos 1 e 2.

Apesar da amostra estar em equilibrio de Hardy-Weinberg os valores
obtidos de heterozigosidade e diversidade diferiram entre si em aproximadamente 10% para Kapa-

caseina e 20% [prijpara B-lactoglobulina.

4.1.3- Freqiiéncia Génica para Microssatélites

As frequéncias génicas, erros padrdo, heterozigosidade, diversidade
génica e conteudo de polimorfismo informativo para os marcadores microssatélite, IGF I, BM-1224,
CSFM-50 e INRA-006, estdo apresentadas nas Tabelas 5, 6, 7 e 8, respectivamente. O Equilibrio de
Hardy-Weinberg ndo pode ser negado sendo que o nivel de significincia do teste %> Qui-Quadrado

esta indicado na Tabela 5 a seguir.

? Coutinho, Luiz Lehmann. Fregiiéncia génica para Horménio do Crescimento. Em elaboragio.
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Tabela 5. Frequéncias génicas observadas (freq) e seus respectivos erros padrdao (ep),
heterozigosidade (Het), diversidade génica (DG) e conteudo de polimorfismo
informativo (PIC) para o marcador microssatélite IGF I e teste x° para Equilibrio de

Hardy-Weinberg (EHW).

alelo |[freq |ep Het |DG |PIC 2

2 0,262 | 0,039 | 0,397 | 0,398 0,312 0,05
4 0,738 | 0,039 (ns)

ns= ndo significativo

A amostra analisada da raga Nelore apresentou somente 2 alelos para o
microssatélite IGF I com freqiiéncias 0,262 e 0,738. Bishop et al. (1994) encontraram 4 alelos em
animais de diversas ragas zebuinas e taurinas. As ragas Charolés e Canchin possuem 3 e 4 alelos
respectivamente (Regitano’, 1997)

Os valores obtidos de heterozigosidade (0,397), diversidade génica
(0,399) e conteudo de polimorfismo informativo (0,312) sdo relativamente baixos. Uma amostra com
maior numero de animais poderia evidenciar alelos raros, entretanto isto ndo mudaria
significativamente os valores de heterozigosidade, diversidade génica e conteido de polimorfismo
informativo.

O marcador BM- 1224 apresentou 7 alelos nos animais avaliados (-2, 1,
2,4, 6, 8, 11), com freqiiéncias 0,008, 0,048, 0,46, 0,278, 0,119, 0,079, 0,008 respectivamente. As
ragas Charoles e Canchin possuem 9 e 6 alelos respectivamente (Regitano’, 1997). Bishop et al.
(1994) encontraram 6 alelos em animais de diversas ragas zebuinas e taurinas.

Os valores obtidos de [r-po2;° heterozigosidade (0,508), diversidade
génica (0,688) e contetido de polimorfismo informativo (0,642) sdo relativamente baixos, apesar do
namero satisfatorio de alelos as suas freqiiéncias ndo sdo semelhantes, com dois alelos (2 e 4)

totalizando aproximadamente 75% da populagio.

? Regitano, Luciana C. A. Polimorfismo molecular em geragdes de bovinos da raga Canchim. Tese de Doutorado, 1997.
Em Elaborago.
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Tabela 6. Frequéncias génicas observadas (freq) e seus respectivos erros padrdo (ep),
heterozigosidade (Het), diversidade génica (DG) e conteido de polimorfismo
informativo (PIC) para o marcador microssatélite BM- 1224 e teste x> para Equilibrio

de Hardy-Weinberg (EHW).

alelo |freq |ep Het |[DG [PIC [y’
-2) 0,008 0,008

A 0,048] 0,019 0,508] 0,688| 0642 8,21
(2) 0,460 0,044 (ns)
@) 0,278] 0,040

®) 0,119] 0,029

(8) 0,079] 0,024

(11) 0,008 0,008

ns= ndo significativo

Tabela 7. Frequéncias génicas observadas (freq) e seus respectivos erros padrdo (ep),
heterozigosidade (Het), diversidade génica (DG) e conteido de polimorfismo

informativo (PIC) para o marcador microssatélite CSFM- 50 e Equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW).

alelo |freq |ep Het (DG [PIC [y°
(3) 0,016 0,011

(4) 0,270 0,040/ 0,81 0,642 0696] 4,48
6) 0,246 0,038 ns
@ 0,151 0,032

®) 0,317 0,041

ns= ndo significativo

A amostra da raga Nelore apresentou 5 alelos (3, 4 , 6, 7, 8) para o
microssatélite CSFM-50 com frequiéncias 0,016, 0,270, 0,246, 0,151 e 0,317 respectivamente. As
ragas Charoles e Canchin possuem 6 e 6 alelos respectivamente (Regitano® , 1997).

Os valores obtidos de heterozigosidade, diversidade génica e conteudo

de polimorfismo informativo foram 0,810, 0,642 e 0,696 respectivamente. Estes valores foram
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obtidos devido a existéncia de 4 alelos com freqiiéncias alélicas bem distribuidas, com 15 a 20%

aproximadamente.

Tabela 8. Frequéncias génicas observadas (freq) e seus respectivos erros padrdo (ep),
heterozigosidade (Het), diversidade génica (DG) e contetdo de polimorfismo
informativo (PIC) para o marcador microssatélite INRA-006 e teste x> para

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

alelo [freq |ep Het |DG PIC |y2
(-3) 0.151| 0,032

N 0,008| 0,008 0713] 0.735| 0,701| 4,15
™M 0,016 0,011 (ns)
) 0,190| 0,035

() 0,429] 0,044

(5) 0,087| 0,025

® 0,119| 0,029

ns= ndo significativo

A amostra analisada da raga Nelore apresentou 7 alelos (-3, -1, 1, 3, 4,
5,9) para o microssatélite INRA-006 com freqiiéncias 0,115, 0,008, 0,016, 0,19, 0,429, 0,087, 0,119
respectivamente. As ragas Charoles e Canchin possuem 3 e 7 alelos respectivamente (Regitano’,
1997). Vaiman et al. (1994) encontraram 7 alelos, com PIC 0,54, em animais de diversas ragas
taurinas.

Os valores de heterozigosidade, diversidade génica e conteudo de
polimorfismo informativo foram 0,713, 0,735 e 0,710 respectivamente, superior ao encontrado por
Vaiman et al. (1994). Estes valores foram obtidos devido a existéncia de 5 alelos com freqiiéncias

proximas ou superior a 10%.
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4.2- PROBABILIDADE DE EXCLUSAO

A probabilidade de exclusdo (PE) de touro ou vaca foi calculada para
os diversos marcadores genéticos autossomicos utilizando as freqiiéncias génicas estimadas dos alelos
encontrados na amostra.

Os resultados da probabilidade de exclusdo para cada marcador e
probabilidade de exclusdo combinada para todos os marcadores utilizados, ou seja, probabilidade de

ocorrer exclusdo de paternidade em pelo menos um sistema genético estdo sumarizados na Tabela 9.

Tabela 9. Probabilidade de exclus@o (PE) para cada marcador genético e probabilidade de exclusdo

combinada (PEC) para todos os marcadores.

KpCs |[B-lact |GH  |IGFI |CSFM-50 | BM- 1224 |[INRA-006 |PEC

PE 0,0731 0,1759 0 0,1560 0,5077 0,4406 0,5210 0,9089

A probabilidade de exclusdo obtida para o Hormdnio do Crescimento
foi igual a zero. Determinar a procedéncia dos alelos € impossivel uma vez que ndo existe
polimorfismo para este loco.

A probabilidade de exclus@o para a Kapa-caseina (0,0731) ¢ bastante
baixa em decorréncia polimorfismo encontrado, ou seja, existem somente dois alelos, sendo que o
alelo 1 possuli freqiiéncia 0,913.

O marcador B-lactoglobulina apresentou a maior probabilidade de
exclusdo (0,1759) entre os RFLP devido a freqiiéncia de seus alelos, proximo ao maximo possivel
para marcadores dialélicos codominante. Quando p=0,5 (PE = 0,1875).

O marcador microssatélite /GF' 1 apresentou uma PE muito baixa
(0,1560) para um marcador microssatélite, ndo sendo adequado para a realizagdo de teste de
paternidade uma vez que poucas relagdes de parentesco seriam resolvidas neste sistema genético.

Os resultados de PE 0,5210, 0,4406 e 0,5077 obtidos para os
microssatélites INRA-006, BM-1224 e CSFM-50, respectivamente, foram satisfatorios.
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A PEC (0,9089) entretanto, esteve aquém do ideal (0,99). A
probabilidade de exclusio combinada (PEC) para sete marcadores com PE =0,5 seria
aproximadamente 0,992. Uma PEC da mesma magnitude (0,991) seria alcangada com somente

quatro marcadores com PE = 0,7.

4.3- TESTE DE PATERNIDADE

As familias participantes do Teste de Paternidade estdo apresentadas na
Figura 18, e os respectivos gendtipos na Tabela 11.

A analise dos gendtipos das 13 familias touro/vaca/progénie
participantes do teste de paternidade, possibilitou a exclusio de paternidade em dois casos. As
familias 373/ 374/ 375 e a 373/ 380/ 381 foram excluidas em trés sistemas genéticos microssatélite
(BM-1224, CSFM-50 e INRA-006) e um sistema (BM-1224), respectivamente.

Os sistemas genéticos RFLP e o microssatélite IGF I ndo excluiram
paternidade em nenhuma das familias, evidenciando a baixa utilidade destes marcadores para teste de
paternidade.

A frequéncia de erro de identificagdo encontrado neste teste foi
aproximadamente 15,4% (2/13), proxima aos valores obtidos por outros autores em outros paises,
citados por Ron et al. (1995). Apesar do pequeno nimero de familias estudadas neste teste, este
valor pode refletir a realidade brasileira.

O calculo da probabilidade de paternidade foi realizado em todas as
familias em que ndo ocorreu exclusdo de paternidade, pois neste caso a probabilidade de paternidade
€ igual a zero.

A proporgdes de touros excluidos, considerando os genotipos da vaca e
progénie variou dentro de marcador, em fun¢do da frequéncia do provavel alelo paterno,. Por
exemplo, a Kapa-caseina apresentou propor¢des variando de zero (ndo foi possivel excluir nenhum
touro da populagdo) a 0,83, quando o alelo paterno era o 2. O valor minimo obtido para o BM-1224

foi 0,0688, enquanto o maximo foi 0,9913.
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Este fato evidencia a necessidade de uma caracterizagdo confiavel das
diferentes linhagens dentro da raga que se deseja realizar o teste de paternidade, uma vez que
diferentes populagdes ndo apresentam necessariamente as mesmas freqiiéncias alélicas. Além disto,
frequentemente os testes de paternidade ignoram as relagdes de parentesco entre os animais
envolvidos no teste, isto poderia levar a um resultado de probabilidade de paternidade tendencioso

(Balding & Nichols, 1995).



aleatoriamente para o Teste de Paternidade.

4.3.1- Familias Estudadas no Teste de Paternidade

Na Figura 18 estdo apresentadas as 13 familias amostradas

0] 0 0 0 0 0
(3295) (316) (271) (263) (314) (270)
| !
A A A A
(2)) (04) (06) (02)
0 0 0 0 0 0
(3495) (313) (275) (290) (317) (302)
| |
A A A A
(23) (109) (101) 87)
0O O 0(373)
(259) _(315) 0(374) 0(376) O(378)  0(380)
l l | | l
A A A A A
(115) (375) (377) (379) (381)
[J= Touro
O=Vaca
A= Progénie

(N)= Numero do Animal

Figura 18. Familias participantes do teste de paternidade.
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Tabela 10. Genotipos dos animais participantes do teste de paternidade.

Marcador | KpCs | B-lact |GH |IGF I | CSFM-50 |BM-1224 | INRA-006
Familia
316 12 22 11 24 48 24 -3-3
325 11 12 11 24 46 68 45
01 12 22 11 22 48 46 -34
271 11 22 11 24 33 22 34
04 12 22 11 24 38 22 -33
314 11 22 11 44 46 22 49
268 11 12 11 44 66 46 45
06 11 12 11 44 66 24 49
270 12 12 11 44 88 24 35
02 12 12 11 44 68 24 34
313 11 22 11 44 67 111 44
345 11 22 11 24 48 26 -34
23 11 22 11 44 47 12 -34
275 11 22 11 44 38 44 -33
109 11 22 11 44 37 411 -34
317 11 22 11 22 78 22 34
290 11 12 11 44 46 24 -34
101 11 12 11 24 48 24 34
302 11 11 11 44 48 16 34
87 11 12 11 24 48 26 34
315 11 12 11 44 66 22 34
259 11 12 11 24 67 24 49
115 11 12 11 24 67 22 44
373 11 22 11 44 44* 46* 34%*
374 11 12 11 24 78%* 88* 45%*
375 11 22 11 44 46* 22* -33*
376 11 11 11 24 68 22 34
377 11 12 11 44 46 26 34
378 11 11 11 44 68 22 34
379 11 12 11 44 48 24 44
380 11 22 11 44 46 22% -13
381 11 22 11 44 46 46* 34

*= exclusdo de paternidade
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Tabela 11. Proporgdo de touros excluidos de paternidade considerando os genoétipos da vaca e da

progénie e freqiiéncias génicas na populagido e probabilidade de paternidade do touro

considerado (PP).

Marcador [KpCs  |B-lact |GH |IGF]  |CSFM-50 |BM-1224 [INRA-006 |PP
Familia

316

325 0,8336 0,164 0,5446 0,4665 0,5213 0,6545 0,9944
01

271 0,8336 0,164 0 0,4665 0,2916 0,6545 0,9818
04

314

268 0,0076 0 0,0686 0,5685 0,2916 0,7762 0,9368
06

270 0 0 0,0686 0,5685 0,0688 0,3260 0,7478
02

313

345 0,0076 0,1640 0,5446 0,7208 0,9063 0,0485 0,9906
23

275 0,0076 0,1640 0,0686 0,7208 0,9913 0,3260 0,9987
109

317

290 0,0076 0 0,5446 0,4665 0,0688 0,6545 0,9224
101

302 0,0076 0,1640 0,0686 0,1706 0,2916 0,1444 0,6115
87

315

259 0,0076 0 0 0,3636 0,2916 0,3260 0,6985
115

373

376 0,0076 0,1640 0,0686 0,5329 0,7762 0,1444 0,9309
377

378 0,0076 0,1640 0,0686 0,5329 0,5213 0,3260 0,8823

379
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As proporgdes médias de touros excluidos por marcador foram,
0,1571, 0,104, 0, 0,1859, 0,5071, 0,456 e 0,398 para os marcadores Kapa-caseina, $-lactoglobulina,
Horménio do Crescimento, IGF I, CSFM-50, BM-1224 e INRA-006 no Teste de Paternidade. Estes
valores sdo relativamente proximos aos valores de probabilidade de exclusdo (PE) obtidos (0,08,
0,2018, 0, 0,1747, 0,5319, 0,4691 e 0,543), principalmente para os microssatélites. Um numero
maior de familias estudadas podera aproximar ainda mais os resultados.

Os resultados do teste de paternidade apresentaram probabilidade de
paternidade variando entre 0,6115 e 0,9987, com média 0,8814. Portanto, somente 3 familias
atingiram os 0,99 recomendados. Ainda assim esta freqiiéncia de erro na identificagdo atingiu os 15%
(3/13), concordante com o obtido em outros paises (Ron et al, 1996). Se este valor for
representativo para da raga Nelore evidencia-se a necessidade de um controle mais eficiente sobre os
registros genealdgicos de uma populagdo em programa de Melhoramento Genético, devido ao efeito
negativo na estimag@o do valor genético dos animais em controle.

O Teste de Paternidade poderia ser aplicado na avaliagdo de touros em
fazendas que utilizam reprodutores multiplos (Trovo et al. 1996), ou em um programa de avaliagdo
de touros jovens, objetivando aprimorar a estimagdo do valor genético, realizando o teste em um
numero pré determinado de animais para se atingir a acuracia desejada.

A amostra considerada devera ser ampliada para permitir uma
amostragem adequada de diferentes linhagens de Nelore existentes. Esta amostragem permitiria
melhorar a confiabilidade do teste de paternidade, uma vez que os animais seria testados
considerando as frequéncias alélicas da linhagem a qual forem pertencentes (Balding & Nichols,
1995).

Outros marcadores microssatélite deverdo ser avaliados e
acrescentados ao teste de paternidade para se atingir a PE pretendida. Para alcangar os 0,99 seriam
necessarios 7 marcadores com PE 0,5 (0,9922), ou 5 marcadores com PE 0,6 (PEC 0,9898), ou 4
marcadores com PE 0,7 (0,9919). Os valores de probabilidade de exclusdo combinada foram

estimados a partir da formula de Dodds et al. (1996).
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A utilizagdo de outras técnicas de analise genética sio necessarias para
a viabilizagdo comercial do teste de paternidade, como o de “PCR-multiplex” (Glowatski-Mullis et
al., 1995, ou seja, amplificagdo simultdnea de dois ou mais marcadores. Um “PCR-multiplex” poderia
ser operado para trés ou quatro marcadores, de modo que duas reagdes seriam suficientes para a
realizagdo do Teste de paternidade. Além do “PCR-multiplex”, a eletroforese simultanea para todos
os marcadores poderia ser realizada para marcadores pré-selecionados por ndo possuirem tamanhos
semelhantes e, consequentemente, bandas sobrepostas e leitura realizada em um sequenciador
automatico. Estas alteragdes na metodologia permitiriam reduzir os custos de analise dos genotipos

viabilizando economicamente o seu uso.
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5- CONCLUSOES

As freqiiéncias encontradas para os locos Kapa-caseina e f3-
lactoglobulina sdo concordantes com os valores descritos na literatura, sugerindo que a
amostra € representativa da raga Nelore. Além disto, considerando o fato da amostra ser
relativamente pequena, ndo foi encontrado desequilibrio de Hardy-Weinberg.

Os microssatélites CSFM-50, BM-1224 ¢ o INRA-006
apresentaram polimorfismo satisfatorio, e conseqiiéntemente Probabilidade de Exclusdo
(PE) adequados para se proceder um Teste de Paternidade. O mesmo ndo se pode
afirmar para o marcadores RFLP, Kapa-caseina, Horménio do Crescimento e f-
lactoglobulina e do microssatélite /GF 1.

A PEC (Probabilidade de Exclusdo Combinada) 0,9089 ndo
atingiu o valor (0,99) citado como adequado ao teste de paternidade. Portanto outros
marcadores microssatélite devem ser adicionados para se atingir a PE pretendida.

Além de microssatélites mais polimorficos outras técnicas
de andlise genética sdo necessarias para aumentar a rapidez do teste e diminuir os custos
relativos a genotipagem dos animais, viabilizando o uso comercial de teste de
paternidade.

A amostragem deverd ser ampliada para permitir uma
caracterizagdo das diferentes linhagens existentes na raga e melhorar a confiabilidade do
teste de paternidade. Uma vez que os animais seriam testados de acordo com as
freqiiéncias alélicas da linhagem a que pertencerem.

O erro de identificagdo 15% obtido neste trabalho justifica
o uso do teste de paternidade em programas de melhoramento genético. O teste de
paternidade deveria ser aplicado em varias situagdes praticas: (1) - em uma porcentagem

dos animais registrados a cada ano na associag@o, para verificar a validade e consisténcia
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das informagdes fornecidas pelos produtores; (2)- nos programas de sele¢do que utilizam
da técnica dos reprodutores multiplos, sempre que os custos do teste forem inferiores aos
beneficios atuais e futuros; (3)- nos programas de avaliagdo de touros jovens, objetivando

aprimorar a predigdo do valor genético.
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