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Resumo

Nos ultimos anos, o Brasil tornou-se um dos principais paises produtores e
exportadores de produtos de origem animal. Melhorias nas condi¢des sanitarias e
pesquisas em melhoramento animal sdo alguns dos fatores que levaram o Brasil a
essa posicdo de destaque. Entretanto, dificuldades no controle do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus € no manejo do rebanho em situagbes de
estresse térmico prejudicam o maior desenvolvimento da produgédo nacional. Uma
parte significativa da variagdo dessas caracteristicas quantitativas séo controladas
por varios genes (Quantitative Trait Loci - QTL). A identificagdo desses locos que
influenciam essas caracteristicas € de grande importancia para o melhoramento
genético. Esse trabalho teve como objetivo identificar e mapear QTL nos
cromossomos 24 e 29 para resisténcia ao carrapato, tolerancia ao estresse térmico
e para medidas de crescimento em uma populagéo F2 (Gir x Holandés), utilizando a
metodologia de varredura cromossémica por microssatélites. Nenhum QTL para
contagem de carrapatos foi identificado. No cromossomo 24, foi identificado um
indicativo de QTL (P<0,10) para peso ao nascimento. No cromossomo 29,
identificamos QTL para taxa de sudagao (P<0,01) e frequéncia respiratéria (P<0,05),
além de um QTL sugestivo (P<0,05) dentro de uma familia para peso padronizado a
desmama. Os resultados obtidos poderdo auxiliar no conhecimento geral dos
fatores que influenciam as caracteristicas avaliadas, possibilitando o
desenvolvimento de estratégias de selecdo mais eficientes para as condigdes

ambientais encontradas nos sistemas de producéio brasileiros.



Abstract

In the latest years, Brazil became one of the most important countries regarding the
production and exportation of animal-based food. Improvements on the sanitary
conditions and animal research applied to animal production were some of the
elements which have placed Brazil in this highlight position. However, difficulties on
controlling the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus and herd management
limitations concerning heat stress situations hamper a greater development on the
national production. A significant part of the variation on these traits is controlled by
many genes (Quantitative Trait Loci - QTL). The identification of loci influencing
these traits is important for genetic improvement programs. The objective of this
study was to identify and map QTL for tick resistance and heat stress tolerance in
the chromosomes 24 and 29, as well as QTL related to growth traits in a F2
population (Gir x Holstein) by using the microsatellites scan methodology. No QTL
was identified for the tick number found. However, on chromosome 24, an indicative
QTL (P<0.10) for birth weight was identified. On chromosome 29, significant QTL for
sweating rate (P<0.01) and respiration frequency (P<0.05) were also recognized. In
addition, a suggestive QTL (P<0.05) for standardized weaning weight was found in
chromosome 29 in one of the families. These results could help to improve the
knowledge about the general factors affecting the evaluated traits, making possible
the development of more efficient selection strategies for the environment conditions

in the Brazilian production systems.
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1. Introducao

Nos ultimos anos, o Brasil vem se destacando como um dos maiores criadores
de bovinos do mundo, explorando o potencial produtivo desses animais. Desde
2003, o Brasil € o maior exportador de carne bovina, com cerca de 2 milhdes de
toneladas vendidas para mais de 120 paises. Na produgao de leite e derivados, o
Brasil também é um dos grandes produtores, exportando cerca de 145 milhdes de
toneladas desses produtos. Entretanto, o pais ainda enfrenta alguns problemas na
producdo, como menor qualidade dos produtos e grandes perdas na produgdo. Isso
se deve, em parte, a agado do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e ao
estresse térmico nos sistemas de producgéo.

A biologia molecular aplicada a bovinocultura tem auxiliado no aumento da
producdo de toda a cadeia produtiva relacionada, fato esse evidenciado pelas
avaliagbes genéticas ja disponiveis aos criadores no direcionamento de
acasalamentos com maior desempenho em caracteristicas produtivas. A
identificacdo de marcadores moleculares permite estudos de associacdo entre os
marcadores e caracteristicas de interesse, possibilitando uma maior acuracia na
determinagcdo de pedigrees e a identificacdo de regides que controlam
caracteristicas quantitativas (QTL), como as caracteristicas de crescimento. Nos
estudos de QTL, utiliza-se o conhecimento das interagdes entre os marcadores e 0s
fendtipos de interesse e do mapa de ligagao da regido estudada, em delineamentos
especificos para determinado estudo.

Nesse contexto, esse estudo tem como objetivo identificar e mapear QTLs por

meio de varredura nos cromossomos 24 e 29 para caracteristicas de crescimento,



resisténcia a carrapato e tolerancia ao estresse térmico em uma populagédo
experimental F2 (Gir x Holandés).

2. Revisao Bibliografica

2.1 Sistematica e Nomenclatura

Os bovinos sao classificados como pertencentes a classe Mammalia, subclasse
Ungulata, ordem Artiodactila, subordem Ruminantia, infraordem Pecora, familia
Bovidae, subfamilia Bovinae, tribo Bovini. Na tribo Bovini, s&o reconhecidos os
géneros Bison (bisdo americano, bisdo europeu), Bubalus (bufalo asiatico, bufalo
dos pantanos), Syncerus (bufalo africano) e Bos (laque, gayal e bovinos
domésticos). Existe muita discussdo com relagdo a nomenclatura utilizada para as
espécies do género Bos (RITZ et al. 2000; KIKKAWA et al. 2003), principalmente
referente a nomenclatura dos bovinos domesticados. De acordo com a
nomenclatura proposta por Linnaeus (1758), os bovinos séo classificados em duas
diferentes espécies: Bos taurus, bovinos das ragas de origem européia, as quais
nao apresentam o “cupim” e Bos indicus, bovinos das racas asiaticas e africanas
que apresentam o “cupim” (Figura1). Entretanto, apesar de existir inUmeras
diferengcas morfolégicas (presenga/auséncias de cupim; tamanho da barbela),
fisiolégicas (diferenga na tolerdncia ao estresse térmico), na estrutura do
cromossomo Y (GOLDAMMER et al, 1997) e variagdo na sequéncia de algumas
regides do DNA (MARTINS et al, 2008), esses dois grandes grupos nao possuem
isolamento reprodutivo entre eles, caracteristica esta fundamental na definicdo de
diferentes espécies no conceito biolégico. Dessa forma, alguns autores consideram
esse dois
grupos como sendo sub-espécies (HIENDLEDER et al, 2008). As principais

nomenclaturas utilizadas para os bovinos sdo: Bos taurus taurus (antigo Bos taurus)



e Bos taurus indicus (antigo Bos indicus) ou Bos primigenius taurus e Bos
primigenius indicus (HIENDLEDER et al, 2008). Apesar dessa possivel modificagao

da nomenclatura, ainda é aceita a proposta por Linnaeus (1758).

Figura 1. Figura ilustrativa de algumas diferencas morfoldgicas entre animais
Bos p. indicus (A - Nelore) e Bos p. taurus (B - Angus).
Nesse trabalho, utilizaremos Bos primigenius taurus e Bos primigenius indicus

em substituicdo a terminologia Bos taurus e Bos indicus, respectivamente.

2.2 Origem e Domesticagao

O processo de domesticagdo do gado selvagem foi de grande importancia
para o desenvolvimento da populacdo humana. Os animais domesticados
representavam uma importante fonte de carne, leite, pele e forga de trabalho. De
acordo com estudos arqueologicos (EPSTEIN & MASON, 1984; PAYNE, 1991),
acredita-se que todos os bovinos atuais, com exce¢ao do gado de Bali e do gado
Mithan, originaram-se de um ancestral comum, o auroque (Bos primigenius).
Esses animais, extintos a mais de 2000 anos nas regides onde ocorriam, tiveram
seu ultimo representante vivo em 1627, em um zooldgico europeu. Segundo
Epstein & Mason (1984), esses animais distribuiam-se por toda Europa, nordeste

da Africa e sudeste da Asia, sendo divididos em 3 racas continentais: Bos



primigenius namandicus (Asia), Bos primigenius opisthonomous (Africa) e Bos

primigenius primigenius (Europa).

Apesar das evidéncias de que o centro da evolugdo dos auroques foi a Asia,
inumeros estudos estao sendo realizados com a finalidade de se entender sobre
0 processo de domesticacdo dos bovinos. Analises do registro féssil indicam
que os bovinos foram domesticados a partir da espécie Bos p. primigenius, cerca
de 10 mil anos atras. Além disso, um unico evento de domesticacao teria
ocorrido, originando as primeiras ragas de bovinos taurinos. As ragas zebuinas
teriam sido originadas posteriormente, a partir das ragas taurinas (LOFTUS et

al,1994).

Os primeiros estudos de origem e domesticagdo dos bovinos que utilizaram
técnicas de biologia molecular como ferramenta de andlise de regides
informativas do DNA s&o do inicio da década de 90. Loftus et al. (1994),
analisaram sequéncias de DNA mitocondrial de diferentes ragas de bovinos: seis
racas taurinas européias, trés racas zebuinas indianas e quatro racas africanas
(3 taurinas e 1 zebuina). Apos alinhamento e comparagdo das sequéncias,
Loftus agrupou as ragas taurinas européias e todas as ragas africanas em um
mesmo grupo, separado das ragas indianas. Dessa forma, descreveram a
possibilidade de ter ocorrido dois processos distintos de domesticacao, diferente
da hipotese aceita na época. O segundo evento de domesticagao teria ocorrido a
partir de auroques Bos p. namandicus, originando bovinos de ragas zebuinas de
origem indiana atuais. O tempo estimado de separagéo entre os Bos p. taurus e

Bos p. indicus (origem indiana) foi de 210 mil anos.



Bradley et al. (1996), analisando sequéncias de DNA mitocondrial de treze
ragas de bovinos, também observaram a divergéncia entre os animais de origem
indiana com os animais de origem européia/africana. O tempo de divergéncia
estimado entre eles foi de 117-275 mil anos, e de 22-26 mil anos entre as racas

européias e africanas.

Apesar de existirem estudos que indicaram a divergéncia entre animais de
origem indiana dos demais grupos (europeu e africano), uma grande duvida
ainda permanecia sobre a origem do gado africano, ja que esses animais
apresentam caracteristicas fenotipicas de ragas zebuinas da india e haplétipos
tipicos de taurinos. MacHugh et al (1997), utilizando analises de marcadores
microssatélites em diferentes racas de bovinos, observou uma frequéncia
diferente de alguns dos alelos desses locos entre taurinos e zebuinos, sendo
alguns desses alelos taurino-especificos e zebuino-especifico . A utilizagdo da
analise de marcadores microssatélites permitiu uma abordagem geral sobre a
possivel origem dos animais na Africa, ja que as anélises de DNA mitocondrial e
de polimorfismos do cromossomo Y sdo de herancas especificas de cada um
dos sexos. A associagao das analises de marcadores nucleares (microssatélites)
com analises de DNA mitocondrial e de polimorfismos no cromossomo Y indicam
que a distribuicdo inicial dos bovinos da Africa eram de origem européia
(indicado pelas analises de DNA mitocondrial). Porém, ao longo do tempo,
ocorreram algumas introgressdes de machos zebuinos (verificado nos estudos
de polimorfismo do cromossomo Y), provavelmente por serem animais mais
resistentes a parasitas. Esse posterior fluxo génico mediado pelos machos na

Africa também foram verificados por Bradley et al, (1998); Hannotte et al, (2000).



Gotherstrom et al (2005) sugerem que a diversidade genética dos animais
domesticados na Europa também tenha sido aumentada devido ao cruzamento
de fémeas domesticadas com auroques selvagens que co-habitavam a Europa,
0 que torna o processo de domesticacdo mais complexo do que vem sendo
proposto. Essa hipdtese de introgressdo de material genético de auroques
selvagens sugerido por Gotherstrom et al (2005) nao foi verificada em analises

de SNP no cromossomo Y por Bollongino et al (2005).

Embora ainda exista muita discussao sobre a domesticagdo e nomenclatura
dos bovinos, estima-se que hoje exista mais de 800 ragas de bovinos
distribuidos em todo o mundo (FRIES & RUVINSKY, 1999). Esses animais
apresentam diferengcas em todos os niveis (genético, imunoldgico, fisioldgico,
reprodutivo, etc). Essa variabilidade entre as ragas € de grande importancia no

manejo dos bovinos nos diferentes ambientes em que estao distribuidos.

2.3 Bovinos no Brasil

Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), o Brasil
possui hoje cerca de 210 milhdes de bovinos, distribuidos em todos os estados
da Federagdo. A grande parte desses animais sdo Bos p indicus, os quais se
adaptaram perfeitamente ao clima brasileiro.

O grande numero de animais existentes associado com o maior cuidado
sanitario do rebanho nacional, fez com que o Brasil fosse reconhecido
internacionalmente como um importante produtor de carne, leite e derivados,
tendo esses produtos uma grande importancia na economia brasileira. Segundo

a ABIEC (Associagao Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne), o Brasil



€ 0 maior exportador de carne do mundo desde 2003, exportando em 2008 mais
de 1.3 bilhdes de toneladas de carne para mais de 120 paises.

Na producédo de leite e derivados, o Brasil produziu cerca de 22 milhdes de
toneladas. No mercado de exportacéo, o Brasil exportou, em 2008, cerca de 100
mil toneladas de leite e derivados, para mais de 100 paises (MAPA, 2008).

O cruzamento de animais de diferentes racas possibilita a unido de
caracteristicas produtivas importantes, refletindo diretamente nos programas de
melhoramento animal. O grande volume de produgdo de carne e leite no Brasil
deve-se a adaptabilidade dos animais as condi¢gbes climaticas e do manejo
realizado. Na bovinocultura de leite, a rusticidade de ragas zebuinas associadas
a alta produgdo de ragas taurinas permite que haja uma elevada produgéao,
mesmo em condi¢gdes nao ideais. Um exemplo da potencializagdo na produgao
€ a realizacao de cruzamentos de animais com maior rusticidade e resisténcia a
parasitas, como o gado Gir (Bos p. indicus) com animais de alta produgao de

leite, como animais da raca Holandesa (Bos p. taurus).

2.3.1 Raca Holandesa

A ragca holandesa (Bos p. taurus) € uma das principais racgas utilizadas em
sistemas de producéao de leite (Figura 2 — A). Nao existem registros do surgimento
da raca. Segundo a Associacao Brasileira dos Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (ABCBRH — www.gadoholandes.com.br), estima-se que a raga teve sua
origem na Grécia, devido a ilustracbes rupestres encontradas em cavernas da
regido. Estima-se que a domesticacao tenha ocorrido cerca de 2000 A.C, nas terras
planas e pantanosas da Holanda setentrional, da Frisia (Paises Baixos) e Frisia

oriental (Alemanha). Desde sua domesticacao até os dias atuais, varias epidemias



(anos:1170, 1714, 1744, 1768-1782) dizimaram milhares de populagbes de bovinos
dessa raga, sendo o gado holandés moderno originario dos paises baixos, formado
na metade do século XVIII. Nessa época, inuUmeros animais comecaram a ser
exportados para varios paises do mundo, inclusive para os EUA. O Holstein (como é
chamado nos EUA) representa 80% de todo gado leiteiro americano, e 65% de todo
o rebanho (ABCBRH, 2008).

N&o existem registros da entrada do gado Holandés no Brasil. Segundo a
ABCBRH, acredita-se que o gado holandés tenha chegado ao Brasil nos anos de
1530 e 1535. Apresentam as caracteristicas raciais: Malhadas de preto-branco ou
vermelho branco; ventre e vassoura da cauda branca. Barbela e umbigueira pouco

pronunciada, dorso reto, garupa comprida, entre outras (ABCBRH, 2008).

2.3.2 Raga Gir

Os bovinos da raca Gir (Bos p. indicus) sao animais de origem indiana,
localizados na peninsula Gir, em Kathawar (Figura 2 - B). Os primeiros registros
de importacdes desses animais da india para o Brasil sdo do inicio do século
XIX, sendo a boa adaptabilidade ao clima brasileiro e sua rusticidade as
principais caracteristicas que despertaram o interesse dos fazendeiros
brasileiros na criagdo desses animais. As importagdes de gado indiano foram
permitidas até 1964, sendo a peste bovina o principal fator para a proibicao da
importacao direta desses animais da india pelo Brasil (SANTIAGO, 1986).

O gado Gir é considerado de dupla aptidao, sendo importante na industria de
corte e de leite. Possuem caracteristicas importantes para a produgao de leite no
clima Brasileiro, como maior resisténcia ao carrapato e maior tolerancia as

variagdes de temperatura quando comparado a ragas de origem européias. De



acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o

gado da ragca Gir é o segundo maior zebuino com registros genealdgicos

realizados nas associagdes de criadores, correspondendo com cerca de 8% do

Figura 2. Principais ragas de bovinos na producéo de leite no Brasil. A — Raga
Holandesa; B- Raca Gir; C- Raga Girolando

total dos registros, atras do gado Nelore, principal raga zebuina brasileira, com
mais de 80% do total de registros.

Os animais devem ter as caracteristicas raciais: perfil convexo e ultra-
convexo, testa proeminente, com chifres laterais frequentemente retorcidos,
barbela desenvolvida e com pelagens das mais variadas, podendo apresentar
pélos brancos, vermelhos, amarelos e pretos em combinag¢des variadas (Figura
2-B).

Segundo a Associacao Brasileira dos Criadores de Gir leiteiro, a produgao
meédia do Gir leiteiro é de 12 Kg/dia (3.777 Kg/ 305 dias), trés vezes mais que a
meédia nacional (960 Kg/305 dias). A possibilidade de cruzamentos de animais
Gir com ragas européias (Holandés, Jersey e Pardo-Suigo) é uma estratégia
muito utilizada pelos produtores de leite e derivados no Brasil. Os animais
oriundos do cruzamento Gir x Holandés sao muito produtivos no clima brasileiro,
levando ao desenvolvimento de uma nova raca derivada desse cruzamento, o

girolando (Figura 2-C).
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2.3.3 Girolando

Segundo a Associacao Brasileira dos Criadores de Girolando (GIROLANDO),
a origem do gado Girolando (Figura 2 - C) é descrita na década de 40,
proliferando desde entdo a todas as regides brasileiras. Possui boa capacidade
de auto-regulacdo da temperatura corpdrea e habilidade materna. Além disso,
possui caracteristicas morfologicas e fisiologicas ideais para a produgdo em
climas tropicais, como boa capacidade e suporte de Uberes, alta produtividade e
eficiéncia reprodutiva.

Por apresentarem essas caracteristicas importantes na producgao de leite, em
1989, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, juntamente com a
associacdo de criadores, determinaram os padrdes raciais da raga Girolando,
sendo o padréo racial bi-mesti¢co (5/8 Hol + 3/8 Gir) o padrédo esperado para a
raca.

De acordo com a GIROLANDO, a média de producio leiteira da raca
Girolando por lactagao é de 3.600Kg (duas ordenhas/dia) em 305 dias, com 4%
de gordura, acumulando uma produgéo vitalicia de 20.000Kg de leite, iniciando
normalmente aos 30 meses de idade. O periodo médio de lactagao € de 280

dias.

2.4 Producgao de Leite no Brasil

A cadeia produtiva do leite brasileiro vem se desenvolvendo anualmente, tanto
no aumento da producao quanto na melhoria da qualidade do leite. Pressionado

pela exigéncia do mercado externo por leite de boa qualidade, os produtores
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brasileiros comegaram a intensificar recursos e pesquisa em busca da melhoria na
qualidade dos produtos produzidos.

De acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), o
crescimento médio anual na captacao de leite no Brasil é de aproximadamente 6%
ao ano (calculado pela média dos ultimos 10 anos), sendo que, de 2007 a 2008,
houve um aumento na captacédo de 7,5%. Em 2007, o Brasil produziu mais de 25
bilhdes de litros de leite. A evolugao da producao brasileira nos ultimos anos pode

ser visualizada na Figura 3.
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Figura 3: Produgdo brasileira de leite. Figura retirada da pagina
(http://www.milkpoint.com.br). Fonte: IBGE

O Brasil exportou 148,6 milhdes de toneladas em 2008, gerando um
faturamento de U$540,8 milhdes, o que significa um aumento de 43,5% em
volume e 80,9% em valor quando comparado a 2007. Cerca de 55% do produto
exportado foi leite em pd. O Brasil ocupa hoje a sétima posigdo no ranking dos
maiores exportadores de leite, sendo a qualidade do leite (percentagem de

gordura/proteina) ainda abaixo dos padrdes exigidos pelo mercado externo.
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O Brasil importou 78,5 milhdes de toneladas de leite e derivados em 2008,

sendo o soro do leite o maior produto importado (49%).

Mesmo estando em significativa expansdo, inumeros problemas afetam a
producado de leite brasileira, fatores esses de origem organizacional, de distribuigao,
ambientais e genéticos. A mensuragao dessas perdas, associada ao correto manejo
dos rebanhos, € de fundamental importancia para a o desenvolvimento da
bovinocultura brasileira. Dentre esses fatores, podemos destacar as perdas

relacionadas a ag¢ao do carrapato e ao estresse térmico.

2.5 O Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato Rhipicephalus B. microplus (CANESTRINI, 1887), anteriormente
chamado de Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887), é artropode hematdfago de
distribuicdo cosmopolita, que transmite uma variedade de doencas aos humanos e
bovinos (Figura 4). Possui uma ampla distribuicdo, estando presente entre os
paralelos 32°N ao 32°S, estando presente em todas as regides do Brasil. A
infestagéo por carrapato leva a grandes prejuizos econémicos na produgdo mundial,
perdas essas diretas e indiretas. Segundo o SINDAN (Sindicato Nacional da
Industria de Produtos para Saude Animal) estima-se que as perdas no Brasil sdo em
torno de 1 bilhdo de ddlares a cada ano, sendo 40% na producgao de leite, 27% na
mortalidade dos bovinos, 11% sobre o desempenho reprodutivo, 9% com gastos em
acaricidas, 5% na reducédo de ganho de peso, 3% pela ma qualidade do couro e

outras despesas.
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2.5.1 Classificacao

O carrapato é classificado no filo Arthropoda, sub-filo Chelicerata, classe
Arachinida, sub-classe Acari, superordem Parasitiformes, ordem Ixodida, familia
Ixodidae, sub-familia Rhipicephalinae, género Rhipicephalus subgénero Boophilus.
Sao artropodes vetores de arboviroses, ricketisioses, espiroquetoses e protosooses,

para animais e humanos (KAUFMAN, 1989).

Figura 4: Imagens do carrapato Rhipicephalus (B.) microplus. A. macho
(esquerda) e fémea (direita); B. Fémea ingurgitada.

2.5.2 Ciclo de vida
O ciclo de vida do carrapato pode ser divido em duas fases: Fase de vida livre e
fase parasitaria. A primeira inicia-se apds a queda da teledgina com o periodo de
pré-postura e se estende até a eclosdo dos ovos e a transformagao das neolarvas
em larvas infectantes (GONZALES, 1974). A fase de vida parasitaria inicia-se
quando a larva infestante instala-se no hospedeiro, transformando-se em metalarva,
seguida da fase de ninfa. Segue a transformacédo para partendgina, e finalmente

teledgina (GONZALES, 1975).
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Como qualquer outro organismo parasita, o ciclo de vida do carrapato sofre
algumas alteragdes, principalmente com variagdes na temperatura e umidade do
ambiente. Estudos indicam um menor tempo no ciclo de vida nos meses quentes
(novembro a abril) e maiores nos meses frios (maio a outubro)(SANTAREM, 2003).

Furlong, (1993) descreve o ciclo de vida do carrapato no Brasil central da
seguinte forma: na fase de vida livre, sdo necessarios em torno de trés dias para a
pré-postura; de trés a seis semanas para a postura; de 22 a 30 dias para a eclosao
das larvas e de dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, quando se
transformam em larvas infestantes. O autor afirma ainda que uma fémea produz de
2000 a 3000 ovos durante a postura, que é unica. Na fase parasitaria sao
necessarios, em média, de 18 a 26 dias para a fixacdo, alimentacdo, troca de
cuticula, fase adulta e acasalamento, assim como para a alimentacao,
ingurgitamento e queda das fémeas.

Os machos permanecem mais tempo sobre o bovino e se acasalam com
varias fémeas. O ingurgitamento e queda da fémea do R. (B.) microplus sao
bastante rapidos e, de 8 a 12 horas, fémeas ingurgitadas de 4-6 mm (10-30 mg)
podem ingurgitar rapido a noite, chegando a 8-11 mm (150-250 mg) e se destacar
do animal nas primeiras horas do dia. Porém, os padrdées de ingurgitamento se
diferenciam entre as estagdes.

O conhecimento da biologia e das formas componentes de seu ecossistema,
além das relagbes ambientais, como a duragéo de seu ciclo de vida, principalmente

da fase livre, permitira a elaboracao de estratégias de controles mais eficientes.
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2.5.3 Resposta dos bovinos a infestagao pelo carrapato

A infestacdo dos bovinos pelo carrapato desencadeia uma série de eventos do
sistema imunoldgico nos animais parasitados, levando a diferentes respostas de
combate ao parasita. Estudos indicam que essa resposta varia de acordo com as
racas (SILVA et al, 2007; CARVALHO et al, 2008). Diferentes graus de resisténcia
também sao observados dentro das racas. De acordo com a literatura, ha uma
maior suscetibilidade nos animais Bos p. taurus quando comparados com
cruzamentos entre animais Bos p. taurus x Bos p. indicus e ragas Bos p. indicus
(WAMBURA et al, 1998; KASHINO et al, 2005; MORRIS, 2007).

Davis (1993) reportou média de 0,34 em estimativas de herdabilidade a
resisténcia ao carrapato em um trabalho de revisdo, valores esses proximos aos
reportados em animais brasileiros (ANDRADE, 1998;CARDOSO et al, 1999).

A acédo do carrapato na pele do bovino leva a mobilizagdo de inumeras células e
moléculas do sistema imune, como citocinas, mastocitos, basofilos, eosinofilos,
células apresentadoras de antigenos, linfécitos T e B, anticorpos, complemento
entre outras (BROSSARD & WIKEL, 1997).

De acordo com Ribeiro (1989), a primeira resposta dos bovinos ao carrapato € a
liberagdo de histamina (principal mediador da resposta inflamatéria) por baséfilos e
mastoécitos, e intensa migracao de eosindfilos para o local da inflamagéo.

Grande parte da resposta é realizada pela atuagdo das interleucinas. As
interleucinas sao citocinas sintetizadas principalmente por leucdcitos, executando
mais de uma funcdo nos proprios leucdcitos. Dentre as inumeras interleucinas

existentes, podem ser destacados:



16

e IL-4: produzida por linfécitos T“helper’ ativados, basodfilos, mastécitos e
linfocitos T citotdxicos, sendo a principal citocina a estimular a “troca” de
classe de outras imunoglobulinas para IgE.

e |L-2: produzida por linfécitos T“helper” ativados: Induz a proliferacédo e
diferenciagao dos linfécitos B. Estimula a imunidade humoral.

e IL-10: Induz as células B ativadas a produzirem altos niveis de IgM, IgG e
IgA, mas ndo IgE.

A resposta a infestacédo por artropodes ectoparasitas é semelhante a infestacao
por endoparasitas, com o aumento da expressao de IL-4 e IL-10 e diminui¢do dos
niveis de IL-2 e IFNy (interferon gama) (Apud:GASPARIN, 2007).

Ferreira & Silva (1999), em estudos de analise da resposta imunoldgica de
camundongos infectados por Rhipicephalus sanguineus, verificaram que a saliva do
carrapato pode modular a resposta imune do hospedeiro.

Além da necessidade de maiores estudos da cascata de eventos imunoldgicos
dos bovinos quando parasitados pelo carrapato, é de grande importancia o
entendimento da biologia e gendmica do proprio carrapato, possibilitando a
identificacdo de proteinas importantes nos varios estagios de seu ciclo de vida, o
que permitiria o desenvolvimento de vacinas e medicamentos mais eficientes no

combate desses parasitas.

2.6 Estresse térmico

Yousef (1984) define estresse térmico como a soma de forgas externas em
animais homeotérmicos que atuam no aumento ou diminuigdo da temperatura

desses animais em repouso. Variacbes na temperatura ambiental podem
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influenciar o estado de conforto térmico dos animais. A elevacédo da temperatura
ambiental, e consequentemente, da temperatura do animal, desencadeia uma
série de modificagdes fisiolégicas com o objetivo de minimizar os efeitos
provocados pelo estresse térmico.

Animais de ragas zebuinas (Bos p. indicus) possuem um maior intervalo de
termo-tolerancia que os animais de ragas européias (Bos p. taurus). Aléem disso,
a exposigao a altas temperaturas tem um menor efeito deletério nas células dos
zebuinos do que nos europeus (HANSEN, 2004). Dessa forma, a utilizagao de
cruzamentos onde haja a introgressdo de genoma zebuino em sistemas de
producao de carne e leite sdo importantes nos tropicos.

Nos bovinos, o estresse térmico € um fator de grande importéncia a ser
considerado na produgdo animal, ja que a resposta fisiolégica ao estresse é
diferente entre bovinos da raca Bos p. taurus e Bos p. indicus. Isso pode ser
evidenciado na menor eficiéncia alimentar, na menor produgcao de leite (West,
2003), menor desempenho reprodutivo (HANSEN, 1999; BRITO, 2004; COLLIER
et al, 2006) e na secregao de hormdnios importantes para a homeostase (AL-
HAIDARY et al, 2001) nos animais B. p. taurus em comparagao aos B. p. indicus,
quando em situagao de estresse.

Segundo Gebremedhin and Wu (2001), quando a temperatura corporal esta
acima da zona de conforto, as maiores perdas de calor sdo via evaporacao pela
pele, seguido do aumenta da taxa de sudagdo e movimentos respiratorios. Maia
et al (2003) observaram que quando a temperatura do ambiente ultrapassa
30°C, a evaporacdo cutanea é responsavel por 85% da “perda’de calor para o
ambiente, sendo os 15% restantes as perdas por evaporagao respiratéria. Dessa

forma, os fatores que influenciam na maior perda de calor por evaporagcdo nos
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bovinos sdo: a area da superficie da pele, tipo e densidade das glandulas
sudoriparas, densidade do pélo, espessura, comprimento e cor do pélo, cor da

pele e fatores hormonais.

2.6.1 Genes relacionados a morfologia e cor do pélo
2.6.1.1 Comprimento do pélo

Inumeros genes estdo envolvidos na resposta dos bovinos ao estresse
térmico. Para comprimento de pélo, Olson et al, (2003) identificaram um gene de
heranga dominante (slick hair gene) em animais da raga Senepol (Bos p. taurus).
Mariasegaram et al. (2007) identificaram possiveis genes candidatos para esse tipo
diferente de pélo (curto, liso e brilhante) encontrado na raga Senepol ( slick hair) no
cromossomo 20 . Em seu estudo, tanto o gene PRLR (gene receptor de prolactina)
quanto o gene SRD5A2 (esterdide 5 alfa redutase, tipo 2), estaria localizados no
intervalo entre os marcadores microssatélites que apresentaram associagao com a
caracteristica. Olson et al (2002) verificaram que animais com pélos pequenos e
claros apresentaram uma menor temperatura retal (-0.34°C) e menor nimero de
movimentos respiratorios (12.4 movimentos respiratérios a menos) que animais com
pélos normais (normal = pélo de animais da raca Holandesa pura). Esses valores
indicam a importancia em estudar os genes envolvidos na morfologia do pélo dos

bovinos.

2.6.1.2 Cor da pelagem
Pouco se sabe sobre os genes e a interagcao entre eles (epistasia) na
determinacao da cor da pelagem em bovinos. Grande parte desses genes é da

familia das tirosinases, principais genes responsaveis pela producao da
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melanina, a mais importante proteina envolvida na pigmentagdo (SEO et al,
2007).

Em resposta a exposicdo ao sol, dois principais grupos de genes estédo
envolvidos no aumento/diminuigcdo da expressao da produgao de melandcitos, e,
consequentemente, da melanina: O gene Kit, que codifica um receptor de
membrana com atividade tirosina-quinase (c-kit), e genes com informag&o para
codificar o receptor do fator de células tronco (stem cells factor - SCF) (SEO et
al, 2007).

Segundo Barsh (2001) a melanina € dividida em duas classes: eumelanina e
feomelanina, sendo a raz&o entre elas que determina a coloragdo da pelagem
em bovinos. Reinsch et al (1999) identificou um QTL para grau de manchas
brancas em bovinos da ragca Holandesa em sintenia com o loco Kit no
cromossomo 6.

Os principais locos responsaveis pela diferenca de coloragdo em bovinos
sdo: agouti (proteina ASP — cromossomo 13), marrom (proteina tyrp-1;
cromossomo 8), albino (stop-codon no aminoacido 316 do loco tyr, localizado no
cromossomo 29), diluicao (dilui a cor natural — genes nao conhecidos), extensao
(loco MSH ou MC1r — cromossomo 18) e ROAN (gene SCF — cromossomo 5).
Tao importante quanto os alelos nesses locos € a interagdo entre esses genes,

influenciando no fenétipo final da cor da pelagem.

2.6.2 Genes relacionados a resposta celular ao estresse
De acordo com Sonna et al (2002), calcula-se que exista cerca de 100 genes
que tem sua expressdo alterada em situagdo de hipertermia e 10 genes em

situacado de hipotermia. A grande maioria dos genes envolvidos no controle de
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grandes mudancgas térmicas sdo os genes que codificam proteinas conhecidas
como proteinas de choque térmico.

As proteinas de choque térmico tém sua expressdao aumentada em condi¢cdes
de estresse térmico, tendo um papel importante na fisiologia celular dos
individuos (LINDQUIST, 1986). S&o as principais proteinas sintetizadas apos os
minutos inicias de hipertermia. Segundo Lindquist (1986), a grande maioria dos
genes que codificam as proteinas de choque térmico n&o possui introns, o que
facilitaria sua rapida expresséao.

Segundo Sonna et al (2002), as proteinas de choque térmico possuem
importantes atividades bioquimicas, como: Regulagdo do potencial de redugéo
(REDOX) celular; regulagdo do turnover protéico e atividade chaperona . Essa
atividade chaperona é importante tanto para evitar a desnaturagao de algumas
proteinas quanto para reestabelecer a conformacao original de proteinas que
desnaturaram pelo calor. A estabilidade estrutural dada por essas proteinas &
importante para a manutencao do ciclo celular e do sistema imune. Para Sonna
et al (2002), inumeras mudancgas sao provocadas pelo estresse térmico, como a
inibicdo da sintese de DNA, transcricao, processamento do RNA e tradugéo,
desnaturacao de proteinas, alteracbes metabdlicas que levariam a diminui¢do no
ATP celular, mudangas na permeabilidade das membranas, etc.

Collier et al (2006), avaliando os efeitos do estresse térmico na expressao
génica no desenvolvimento de células mamarias epiteliais de bovinos, identificou
a diminuicdo da expressdo de inumeros genes associados ao metabolismo
celular e genes relacionados com quantidade de proteinas expressas no leite.
Esses resultados sao indicativos do efeito negativo que o estresse térmico pode

ter em caracteristicas de producao.
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2.7 Marcadores Moleculares

A utilizagdo de marcadores moleculares € de grande importancia em estudos
de genética animal. Estudos de variabilidade genética entre ragas (Kantanen et
al, 2000), verificacdo de pedigree (FARIA et al, 2009), estudos de mapeamento
de QTL (Quantitative Trait loci)(DRUET et al, 2008; DAETWYLER et al, 2008),
associacdo de marcadores com caracteristicas de importancia econémica
(PAGE et al, 2002; JUSZCZUK-KUBIAK et al, 2004) e deteccédo de doengas sao
algumas das possiveis areas em que os marcadores podem ser utilizados de
maneira eficiente.

Existem inumeros tipos de marcadores moleculares, distribuidos por todo o
genoma. Podemos destacar RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism),
AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism), SNP (Single Nucleotide

Poyimorphism), minisatélites e microssatélites, sendo o ultimo descrito a seguir.

2.7.1 Microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias de 1 a 6 nucleotideos de comprimento,
repetidos em tandem (em sequéncia) ao longo de todo o genoma. O polimorfismo
dos microssatélites esta no numero de repeticdes das sequéncias dos nucleotideos.
Esses locos podem ser amplificados utilizando a técnica do PCR, utilizando
iniciadores que flanqueiam as regides polimorficas dos locos. S&o marcadores muito
utilizados em estudos de melhoramento por apresentar caracteristicas como alto
polimorfismo, heranga co-dominante, possibilidade de analise automatizada e de

varios locos ao mesmo tempo (multiplex) e facilidade de genotipagem.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Daetwyler%20HD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Em bovinos, existem cerca de 3800 locos de microssatélites descritos em todos
os cromossomos (IHARA et al, 2004), possibilitando a escolha de locos especificos

para cada tipo de estudo.

2.8 Deteccao e Mapeamento de QTL

QTL (Quantitaive Trait Loci) € um segmento do cromossomo que afeta
determinada caracteristica quantitativa, ndo sendo necessariamente um unico
gene (FALCONER & MACACKAY, 1996). Estudos de QTLs sao interessantes
quando a caracteristica fenotipica estudada é de dificli mensuracdo, baixa
herdabilidade ou quando o fendtipo de interesse é determinado em um estagio
mais avangado da vida do animal.

Nos trabalhos em que o objetivo € a identificacédo de QTL, € necessaria a
utilizacdo de marcadores moleculares informativos que possam estar ligados as
regides que controlam a caracteristica de interesse. Até o momento, a maioria
dos trabalhos de identicagdo de QTLs utilizou os marcadores microssatélites, ja
que a localizagdo e a grande quantidade de locos descritos em espécies de
interesse econdémico foram determinadas desde a década de 1990. Entretanto,
com o avancgo das técnicas de sequenciamento, foi possivel identificar inUumeros
SNP ao longo de todo o genoma, sendo a utilizacdo de analises de QTL com alta
densidade de SNP a mais nova metodologia utilizada na identificagdo mais
precisa dessas regides de interesse (ALAN et al, 2009; RINCON et al, 2009).

O conceito implicito para a localizacdo de QTL utilizando marcadores
moleculares é o desequilibrio de ligagdo. Desequilibrio de ligagdo pode ser

definido como uma associagao nao-aleatéria de alelos em dois ou mais locos,
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ndo necessariamente localizados no mesmo cromossomo. Para Mackay (2001),
havera uma diferenga nos valores médios da caracteristica quantitativa entre os
individuos com diferentes gendtipos no loco marcador caso um QTL esteja
ligado ao marcador. Portanto, o desequilibrio de ligagcdo € fundamental para
estudos de identificagdo e mapeamento de QTLs.

Lynch & Walsh (1998) relataram que através do cruzamento entre duas
linhagens endogémicas € possivel criar o desequilibrio de ligagado entre os locos
que diferem entre as linhagens parentais, criando a associagdo entre os locos
marcadores e o QTL segregante. Outros delineamentos experimentais também
séo utilizados com o objetivo de criar o desequilibrio de ligagdo. Para a escolha
do melhor delineamento a ser utilizado, deve-se levar em conta aspectos
bioldgicos, econdmicos, genéticos e estatisticos (MARTINEZ, 2001).

Existem dois tipos principais de populagdes que podem ser utilizadas para a
deteccdo de QTL: populagbes naturais e populagdes derivadas de linhagens
endogamicas.

Em bovinos, o delineamento experimental mais utilizado é o delineamento F2
(Figura 5). Nesse delineamento, duas racas de bovinos (chamadas parentais),
diferentes para as caracteristicas que serdao analisadas, sdo cruzadas
produzindo individuos da geragdao F1. Dessa forma, espera-se que os QTLs
para as caracteristicas estudadas estejam fixados dentro de cada raga, ja que
essas diferentes ragas passaram por diferentes processos de sele¢cao ao longo
do tempo. Com o cruzamento entre individuos, forma-se a geragcdo F2. Na
geracdo F2 é esperado que exista uma grande variabilidade fenotipica e

genotipica, facilitando uma possivel associacdo do marcador com o loco QTL.
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A associagao entre os marcadores e o QTL pode ser avaliada utilizando um,
dois ou multiplos marcadores, com diferentes analises estatisticas para cada
uma das possibilidades. Dentro dessas diferentes metodologias de analise,
Lander & Botstein (1989) propuseram a metodologia de mapeamento por
intervalo. Essa metodologia fundamenta-se na relagao de ligagado entre um QTL
e os marcadores flanqueadores que serdo utilizados na analise, estimando a
cada ponto (a cada cM) a possibilidade de haver ou ndo haver um QTL
segregante. Como todos os intervalos entre os marcadores s&o investigados,
faz-se necessario o conhecimento prévio da localizagdo e distancia dos
marcadores utilizados, ou seja, do seu mapa de ligagdo. Inumeros mapas de
ligacdo de bovinos foram construidos (BISHOP et al, 1994; BARENDSE et al,
1994; BARENDSE et al, 1997), possibilitando a escolha de marcadores
especificos, distribuidos por todo 0 cromossomo ou apenas na regidao onde um

possivel QTL segregante foi identificado.

2.9 QTLs identificados em bovinos

De acordo com o banco de dados de QTL identificados nessa espécie
(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb), foram identificados em bovinos cerca
de mil trezentos e setenta e cinco (1.375) QTLs descritos em todos 0os cromossomos

autossémicos e no cromossomo X (Tabela 1).
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Figura 5: Esquema do delineamento F2. Figura retirada do livro Biologia
Molecular Aplicada ao melhoramento animal, pg 66.

Tabela 1. Principais QTLs descritos em bovinos. Dados retirados do
catleQTLdatabase (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb).

Caracteristicas Numero de QTL
Geral 244
Crescimento 209
Proteina (leite) 194
Gordura (leite) 142
Qualidade carne 108
Consumo diario (alimento) 93

Fertilidade 82
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Nos cromossomos 24 e 29 foram identificados dezessete e quarenta e cinco
QTLs, respectivamente (Figura 6 e 7). No cromossomo 24 foram identificados QTLs
para profundidade corporal, facilidade de parto, profundidade do peito, profundidade
de ubere, etc.

No cromossomo 29, foram identificados QTLs para maciez da carne, peso ao
nascimento, peso a desmama, peso ao abate, taxa de gestacdo, produgdo de

proteina no leite, entre outros.

2.9.1 QTL para caracteristicas de Crescimento

De acordo com a Tabela 1, pode-se verificar que foram identificados
duzentos e quatro QTLs para crescimento. Do total, trinta e seis foram descritos
para Peso ao Nascimento (cromossomos 1, 2, 3, 5, 6, 12, 14, 19, 20, 21, 25 e 29), 4
para peso a desmama (cromossomos 11, 12, 16 e 29) e 7 para peso a 1 ano de
idade (cromossomos 1, 2, 5, 6, 13 e 25). Esses QTLs foram identificados em
diferentes cruzamentos e delineamentos experimentais.

A maior parte desses QTLs foram identificados em gado de corte, visto que
medidas de peso nesses animais sdo extremamente importantes para peso final ao
abate. Em estudos com gado de leite, as medidas de peso citadas também s&o
importantes, visto que inumeros problemas de parto podem ocorrer caso o bezerro
tenha um peso elevado ao nascimento. Esses problemas no parto (distocias) geram
prejuizos na producado de carne e de leite. As principais perdas s&o: Morte do
bezerro, morte da vaca, despesas veterinarias, menor producao de leite em vacas
que tiveram problemas no parto, além de um maior intervalo entre partos (MEE,

2008).
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Nenhum QTL para medidas de peso foi identificado no cromossomo 24. No
cromossomo 29, alguns QTLs para medidas de crescimento foram identificados.
Casas et al. (2003) identificaram um QTL sugestivo para peso a desmama (PD) em
uma populagédo de animais Brahman e Hereford. Kim et al. (2003) identificaram 35
QTLs (5 significativos e 30 sugestivos) em uma populagdo experimental (Angus x
Brahman), sendo um QTL sugestivo para peso final de carcaga. Alexander et al
(2007) identificou um QTL significativo para peso ao nascimento (PN) em uma

populagcédo F2 (Wagyu-Limousin).

2.9.2 QTL para resisténcia ao carrapato

Existem poucos trabalhos de identificacdo de QTL para resisténcia a
carrapato, existindo também alguns estudos de associagdo entre marcadores e
genotipos. Ashton (1968) encontrou associagdo entre fendtipo da amilase sérica
com infestag&o de carrapatos, no cromossomo 3. Pannepucci et al (1989) encontrou
resultados similares, utilizando marcadores genéticos-bioquimicos em animais da
raca Canchin.

Miyata (2006) identificou a presenga de um QTL significativo (p<0.01) no
cromossomo 14 para resisténcia a carrapato, utilizando a mesma populacéo
experimental F2 (Gir x Holandés) deste trabalho. Gasparin et al (2007), em um
estudo com a mesma F2 (Gir x Holandés), identificou QTL significativo (P<0.01) no
cromossomo 5, e um QTL sugestivo (P<0.10) no cromossomo 7 na estagdo das
chuvas (outubro-margo), além de um QTL sugestivo (P<0.05) no cromossomo 7 e
um QTL significativo (P<0.01) no cromossomo 14 na estag&o seca (abril-setembro).

Esses QTLs foram identificados utilizando apenas efeito aditivo no modelo de
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analise. Incluindo efeito de dominéncia no modelo, foi identificado um QTL sugestivo
(P<0.05) no cromossomo 5 na estagdo de chuvas e um QTL sugestivo (P<0.05) no

cromossomo 14 e no cromossomo 5 (P<0.10).

2.9.3 QTL para tolerancia ao estresse térmico

Até o presente momento, existem poucos estudos de identificacdo de QTL
relacionado ao estresse térmico. Columbiano (2007) identificou a existéncia de um
QTL (p<0,01) para a caracteristica comprimento do pélo no cromossomo 10 (72 cM)
com os dados coletados no verao (novembro a abril), utilizando a mesma populagao
experimental F2 (Gir x Holandés) avaliada no presente trabalho. Columbiano (2007)
também identificou um QTL sugestivo (p<0,05) para taxa de sudagdo no
cromossomo 11 (0 cM) e um QTL sugestivo (p<0,05) para a caracteristica
comprimento do pélo no cromossomo 12 (28 cM) com dados coletados no inverno

(maio a setembro).
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3. Objetivo

O objetivo desse trabalho foi identificar e mapear QTLs para caracteristicas de
crescimento, resisténcia ao carrapato (Rhipicephalus B. microplus) e tolerancia ao
estresse térmico por meio da varredura dos cromossomos vinte e quatro e vinte e
nove de bovinos, utilizando marcadores microssatélites em uma populacdo F»

(Holandés x Gir).
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4. Material e Métodos

4.1 Delineamento Experimental

A formacao da populagdo em estudo foi realizada na Estacido Experimental
Santa Monica, pertencente a Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de
Valencga, estado do Rio de Janeiro.

Para o desenvolvimento inicial do trabalho, 28 fémeas da ragca Gir (em um
trabalho de superovulagdo e transferéncia de embrides) foram inseminadas
artificialmente por quatro touros da raca Holandesa. Desses cruzamentos, 150
animais F4 (entre machos e fémeas) foram obtidos. Desses 150 individuos F4, cinco
machos foram escolhidos para serem pais da geragao F,. Cinco grandes familias
foram formadas na geragcédo F, a partir do cruzamento dos cinco machos F1 com
todas as fémeas F4, evitando-se parentesco entre o reprodutor e as fémeas
acasaladas com cada um deles. Dessa forma, foram obtidos cerca de 400 animais
na geracao F»,, sendo que grande parte desses animais (aproximadamente 375) foi
utilizado nas analises.

O delineamento experimental utilizado nesse trabalho pode ser visualizado na

Figura 8.

4.2 Coleta dos dados fenotipicos

4.2.1 Medidas de crescimento

A avaliagcao das caracteristicas fenotipicas foi feita no Campo Experimental da
Santa Mbénica, pertencente a Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de

Valencga, estado do Rio de Janeiro.
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F1

Figura 8: Delineamento experimental para a obtencdo da geragcdo F2. Touros
Holandeses cruzados com vacas Gir (geragao parental — P), originando populagao
F1. Cruzamento entre individuos da geragéo F1, gerando animais na geragéo F2.
As medidas de peso ao nascimento (PN) foram feitas logo apds o nascimento
dos bezerros, os quais foram induzidos a ingerir o colostro, permanecendo com a
mae nas primeiras 24 horas de vida, periodo no qual foram pesados. Em seguida,
foram levados para gaiolas individuais, recebendo quatro litros de leite por dia, além
de feno, racdo concentrada e agua a vontade até os 56 dias. Apds esse periodo,

foram agrupados em lotes de acordo com a idade, e recriados em piquetes de

grama estrela (Cynodon nlemfuensis), até a idade de 12 meses, quando foram
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transferidos para pastos de braquiaria (Brachiaria sp), tendo sido pesados
mensalmente durante todo o experimento.

Peso ao nascimento (PN), peso a desmama (PD), peso a 180 dias (P1s0) € peso a
um ano (Psg5) foram as medidas de peso utilizadas neste trabalho.

Os valores de PD, P1g e P35 foram padronizados levando-se em conta a
taxa de ganho diario de peso do animal entre os intervalos de cada medida de peso
Esse calculo da taxa de ganho diario de peso pode ser representado na seguinte
férmula:

Peso Padronizado a Desmama:
(GPD4) =PD - PN
IDD

Sendo que: (GPD,) — Ganho diario de peso (PN a PD)
PD — Peso a desmama
PN — Peso ao nascimento

IDD — Idade a desmama

PPD = (GPDp) X 71 + PN ; sendo 71 dias a moda das medidas de desmama na

amostra estudada.

Peso Padronizado a 180 dias:
(GPD.) = P1go—PD
ID1go — IDD
Sendo que: GPDy= Ganho diario de peso (PD a P1g0)
PD — Peso a desmama
P1go— Peso a 180 dias

IDD — Idade a desmama
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ID1go — Idade a 180 dias

PP1go = (GPD2) x 180 + PD

Peso Padronizado a 365 dias:

(GPDs3) = P3es — P1so
ID365 — ID1g0

Sendo que : GPD3;= Ganho diario de peso ( P1gp a P3es )
P1so— Peso a 180 dias
P3s5— Peso a 365 dias
ID1go — Idade a 180 dias
ID3e5 — Idade a 365 dias

PP3g5 = (GPD3) X 365 + P35

A verificagdo da normalidade dos dados foi realizada através do programa

BioStat 1.5.0 (http://www.programurl.com/biostt.htm).

4.2.2 Avaliacao da resisténcia genética ao carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Os niveis de resisténcia de cada animal foram estimados por avaliacdo absoluta,

que se da pela contagem das fémeas do carrapato que completam seu ciclo, apés

uma infestagdo artificial, com um numero de larvas conhecidas. No presente

trabalho, as infestagbes continham aproximadamente 10.000 larvas fémeas

(equivalente a 1 grama de ovos) por animal. As contagens foram feitas no 21° dia
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apos a infestagao (dia modal da queda dos carrapatos). As larvas foram inseridas
em um colar adaptado que foi colocado na regidao cervical do animal, para que as
larvas pudessem alcangar ambos os lados do corpo do animal.
Os animais foram avaliados em grupos de contemporaneos, com cerca de 20 a
30 animais por grupo, com 10 a 14 meses de idade, mantidos em baias desde a
infestacdo até a contagem (21 dias), sendo as contagens realizadas nas primeiras
horas do dia. O total de carrapatos contados foi o0 numero de fémeas semi-
engurgitadas (4,5 a 8,0 mm de didmetro) de um dos lados do corpo do animal,
multiplicado por dois. As avaliagdes ocorreram em duas estagcbes do ano (seca —
abril a setembro; chuvosa — outubro a margo).
Os dados fenotipicos de contagem de carrapato foram transformados por

meio do uso de logo(x+1), para a normalizagao dos dados.

4.2.3 Avaliacao do estresse térmico

As caracteristicas fenotipicas utilizadas para calcular a tolerancia /
suscetibilidade dos animais ao estresse térmico foram: espessura, densidade e
comprimento do pélo, temperatura retal, movimentos respiratérios, temperatura da

pele e cor da pele.

e Medidas do pélo: A espessura de capa foi medida utilizando um paquimetro
de precisédo, onde a leitura (mm) é feita com a parte do instrumento que se
projeta para fora de sua extremidade ao se deslocar o cursor. A densidade
numérica de pélos é calculada a partir da coleta de pélos por um alicate. A
area depilada € igual a das mandibulas do alicate, que sao pressionadas em

angulo reto com a pele do animal, e arrancadas em um movimento rapido.
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Apos a coleta, os pélos foram colocados sobre uma folha de papel e
contados. O comprimento dos pélos foi realizado com o auxilio de um

paquimetro.

Medidas da temperatura: as medidas da temperatura dos animais avaliados
foram realizadas em duas etapas, ambas dentro da camara bioclimatica: em
termoneutralidade (22°C e 70% de umidade) e estresse (42°C e 60% de
umidade); em duas épocas distintas (verdo e inverno). Os animais avaliados
eram mantidos na sala em condigdes de termoneutralidade, permanecendo
nessas condi¢cdes por 12 horas. A primeira coleta de dados foi realizada as
6h do dia do tratamento. Apds a coleta dos dados, as condicbes da sala
foram ajustadas para situacdo de estresse, em que o0s animais
permaneceram por 6 horas, sendo os dados coletados apds esse periodo.
Durante o periodo do experimento na camara, os animais foram privados de
agua e alimentacdo, com a finalidade de nao interferirem na resposta dos
animais. As medidas realizadas nos animais foram: A) Temperatura Retal:
Obtida por meio de um termGmetro clinico digital, inserido a
aproximadamente 7,5 cm no reto dos animais. B) Temperatura do corpo: A
temperatura da superficie corporal foi tomada utilizando termdémetro
infravermelho, sendo o valor estimado a média das temperaturas tomadas
em quatro diferentes posigdes do corpo dos animais (cabega, cernelha, virilha

e canela).

Taxa de sudagao: As taxas de sudacédo dos animais foram coletadas apenas

no periodo da tarde. A metodologia utilizada para determinar a taxa de
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sudacdo dos animais estudados foi de Schleger & Turner (1965). Papel tipo
Whatman é imerso em solu¢do aquosa a 10% de cloreto de cobalto (seco ao
ar livre e em estufa a 90°C). Esse papel é da cor azul-violeta quando seco, e
roseo-claro quando saturado de agua. Discos de 0,5 cm de didmetro s&o
presos em trés diferentes regides do corpo dos animais com fita adesiva tipo
“‘durex”, apds raspagem da area onde os discos serdo aplicados.
Imediatamente apds a aplicagdo dos discos na pele do animal, inicia-se a
cronometragem do tempo necessario para a completa mudanga da cor de
cada disco. Segundo Schleger & Turner (1965), a quantidade de agua
absorvida necessaria para a mudanca de cor dos discos em uma solucéo de
cloreto de cobalto a 10% & de 22gm™.

A taxa de sudagao foi calculada de acordo com Silva (2000 a), pela formula:

Taxa Sudacéao = (38.446,6/ tempo da mudanca da cor).

e Movimentos respiratorios: A frequéncia respiratoria foi realizada por meio

da contagem dos movimentos dos flancos, por 1 minuto.

e Cor da pele: A cor da pele dos animais avaliados foi classificadas em 4
categorias: 1=totalmente clara; 2=predominancia clara; 3=predominancia

escura; 4=totalmente escura).

4.3 Marcadores microssatélites
Inumeros marcadores microssatélites estdo descritos nos cromossomos 24 e 29.
Para escolher quais os locos de microssatélites que usariamos no trabalho,

utilizamos como referéncia o mapa produzido pelo Meat Animal Research Center
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(MARC), sendo que o0 mapa de todos os cromossomos bovinos esta disponivel no

site: www.marc.usda.gov. A posigcdo dos marcadores no mapa (distancia média

entre os marcadores de aproximadamente 20 cM) o numero de alelos foram alguns
dos critérios iniciais de escolha dos microssatélites. Na Figura 9 sao indicados as
posicdes dos marcadores segundo o mapa de referéncia MARC. As caracteristicas

dos marcadores utilizados podem ser vistas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas dos marcadores utilizados.

Cromossomo Loco Fluoréforo Multiplex Tamanho (pb) Posigao

MNBG60 HEX M1 141-175 3.7

DIK5395 FAM M1 192-200 15.9

Crm 24 DIK4426 TAMRA M2 197-209 32.2
MNB90 HEX M2 145-175 62.5

DIK4971 FAM M2 184-202 78.1

INRA143 HEX M3 98-114 0.0

DIK4188 FAM M3 112-128 15.5

BMS1600 HEX M4 139-153 29.2

Crm 29 DIK4966 HEX M4 204-211 32.0
RMO040 HEX M4 106-114 401

DIK5057 FAM M4 220-230 69.7



http://www.marc.usda.gov/
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Cromossomo 24 Cromossomo 29

NRA143(00) e— —
MNB60(3.7) <—— —

DIK5395 (15.9) €«— DIK4188 (155)

DIK4426 (32.2) €— —o BMSI1800(292) «—— |

DIK4966 (320) <
- RMOA0(40.1) |

MNB90 (62.5) €<—— ]

DIK4971(78.1) €<— DIKaD57(697) « — _ |

Figura 9: Mapa de ligagao referéncia utilizado com os respectivos locos e sua
distancia (cM) ao longo dos cromossomos 24 e 29.
4.3 Extracao do DNA

As amostras de DNA foram obtidas a partir de amostras de sangue e sémen
(apenas para os touros holandeses) conforme o protocolo de Hallerman et al. (1988)
e Zadworny & Kuhnlein (1990), respectivamente. No protocolo de Hallerman et al.
(1988), amostras de aproximadamente 30 mL de sangue (com 0,5% EDTA) foram
centrifugadas e o plasma retirado. As células vermelhas foram lisadas em tampéao
de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM MgCl,; 10 mM NaCl), seguido de
centrifugacao (2.500 rpm, 10 minutos). Esse passo de lise de células vermelhas foi
repetido trés vezes, para obter um precipitado de células brancas. As células
brancas foram suspendidas e incubadas em um tampao de digestdo (10 mM Tris-
HCl pH 7,6; 10 mM EDTA pH 8,0; 50 mM NacCl, 0,02 % SDS, com 3mg proteinase K
por amostra) a 42°C por 12 horas. Apos a digestdo, as amostras extraidas duas

vezes em fenol:cloroférmio:alcool isoamil (25:24:1), duas vezes com cloroférmio
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isoamil (24:1), seguido de precipitacdo com etanol gelado. O DNA foi ressuspendido
em tampado TE (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8,0) e congelado. O
protocolo de Zadworny & Kuhnlein (1990) é semelhante ao descrito anteriormente,
com excecao do passo de lise de células vermelhas.

Apos a extracdo do DNA, as amostras foram quantificadas em um
espectrofotometro (HITACHI modelo 2000), sendo todas as amostras padronizadas

para a concentragdo de 40 ng/uL.

4.4 Reacgoes de amplificagdo dos microssatélites

Para as reagdes de amplificacdo, inumeros testes foram realizados para a
obtencdo do multiplex, o que diminuiria os custos e tempo das amplificagdes. Os
multiplex padronizados podem ser vistos na Tabela 2. Para as reagdes de
amplificacao, foi utilizado aproximadamente 50ng de DNA, 20 mM Tris pH 8,3; 50
mM KCI; 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,; 3pmol de cada iniciador, 1U Taq
DNA polimerase em um volume final de 15 pL. As amplificagdes foram realizadas
em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). As condicbes de amplificagao
constituiram de desnaturacao inicial a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 1 minuto, temperatura de hibridizagdo (Tm) de cada multiplex (Tabela 2)
por 1 minuto, e extensdo a 72°C por 1 minuto. Uma extensao final a 72°C por 1 hora

foi adicionada ao final da reacéo.

4.5 Analise dos gendétipos
Apos a amplificacdo dos locos microssatélites, os produtos do PCR foram
diluidos 10 vezes, e, do produto diluido, 2uL foram adicionados a 7,75 pL de

formamida e 0,25 pL de padrdo de tamanho GeneScan™ 500 (Applied Biosystems).
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Os amplificados foram visualizados em sequenciador automatico ABI 3100 Avant
(Applied Biosystems). Os produtos foram analisados através dos programas
GeneScan 3.1 e Genotyper 3.11. Com o objetivo de minimizar possiveis erros de
genotipagem, as analises dos gendtipos foram realizadas com o perfil alélico dentro
de cada familia, sendo que, nessas analises, os eletroferogramas dos pais e filhos

sempre foram analisados juntos.

4.6 Estimativas da variabilidade dos marcadores
As frequéncias alélicas dos marcadores do cromossomo 24 e 29 foram
calculadas por contagem direta. Estimativas de heterozigosidade, equilibrio de
Hardy-Weinberg, conteudo informativo de polimorfismo (PIC) foram calculadas com

o auxilio do programa Cervus v.2.2 (MARSHALL et al., 1998).

4.7 Mapa de ligagao

A construcado dos mapas de ligagao dos cromossomos 24 e 29 foi realizada com
o auxilio do programa CRIMAP (GREEN et al., 1990). Com os genotipos completos
dos microssatélites dos cromossomos 24 e 29 nas trés geracdes (Parentais, F1 e
F2), foi determinado a ordem e a distancia (cM) entre os marcadores em cada
cromossomo, utilizando a fungao de mapeamento de Kosambi. As op¢des utilizadas
no CRI-MAP foram: a) PREPARE: opcgcao que gera arquivos de parametros que
serao utilizados em outras fungdes do programa; gera informagdes sobre fases
(heranga materna, paterna ou desconhecida) do cromossomo para cada marcador e
individuo, numero de meioses informativas, ordem dos marcadores entre outros; b)
BUILD: ordena os marcadores de acordo com a taxa de recombinagao entre eles,

construindo um mapa de ligagdo pela incorporagdo sequencial dos marcadores.
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¢)TWO POINTS: determina possivel ligagcdo para cada par de marcadores, gerando
valores de LOD score. d) ALL: ordena todas as posi¢cdes possiveis para o0s
marcadores, gerando um valor de log para cada uma das possiveis posigdes dos
marcadores. e) CHROMPIC: indica a fase de ligacdo dos marcadores alinhados no
cromossomo, para cada individuo. Com essa opg¢ao, € possivel identificar dupla ou
tripla recombinagéo, indicando possivel erro no gendtipo do individuo. Quando
algum individuo apresentou esse padrao, o genotipo foi conferido no arquivo de

saida do programa GeneScan ou amplificado novamente.

4.8 ldentificagdo dos QTLs
A detecgdo de QTLs foi realizada com o auxilio do programa QTL Express

(SEATON et al., 2002), disponivel pelo enderego eletronico http://atl.cap.ed.ac.uk. O

método de mapeamento de QTLs utilizado foi o de mapeamento por intervalos
multiplos na opg¢ao F, LINE CROSS, onde € utilizada a metodologia de quadrados
minimos e regressao linear (HALEY et al, 1994). O modelo utilizado no

mapeamento por intervalo do pragrama QTL Express foi:

VisputPoxgt Paxg t e

em que: j)‘j,. valor predito para cada caracteristica fenotipica no j-ésimo animal; ﬂa:
coeficiente de regressao do efeito aditivo; X,;: preditor genético para o efeito aditivo;
ﬂd:coeficiente de regressao do efeito de dominancia; Xg4;: preditor geneético para

efeito de dominancia; €;: erro aleatorio.


http://qtl.cap.ed.ac.uk/
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O nivel de significancia foi calculado através do teste de permutagdes de acordo
com Churchill & Doerge (1994), com 10.000 permutagdes para obter estimativas
estaveis de a=0,05 e a0=0,01. O intervalo de confianga (IC) da presengca de um
possivel QTL foi calculado utilizando teste bootstrap de acordo com Visscher et al.

(1996).

A porcentagem da variagdo fenotipica que pode ser explicada pelo QTL foi
calculada pela férmula:

Variéncia = (1 —a) x 100

a= MSfull
MS reduced

Em que:
MS full = quadrado médio do modelo completo;

MS reduced = quadrado médio do modelo reduzido.

Andlises de varidncia (ANOVA) foram realizadas nos dados fenotipicos para
identificar quais seriam os efeitos fixo, para que o modelo de analise de
mapeamento de QTL fosse determinado. Essas andlises foram realizadas através

do procedimento GLM (SAS, 2002).
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5. Resultados e Discussao
5.1 Marcadores microssatélites

Um total de 72 alelos foram identificados nos onze locos de microssatélites
analisados, sendo quarenta e cinco alelos no cromossomo 24 e vinte e sete alelos
no cromossomo 29, com médias de 9 e 4,5 alelos, respectivamente. As informagdes
sobre o numero de alelos, heterozigosidade esperada (Ho) e conteudo informativo
de polimorfismo (PIC) podem ser visualizadas na Tabela 3.

A estimativa de heterozigosidade observada variou de 0,716 a 0,892, com média
de 0,788 (cromossomo 24) e entre 0,357 e 0,736, com média de 0,610
(cromossomo 29). O loco menos informativo foi o DIK4966, com baixos valores de
Ho e PIC, visto que foram identificados apenas dois alelos nesse loco.

O conteudo informativo de polimorfismo (PIC) dos locos genotipados variaram de
0,292 (DIK4966) a 0,877(MNBG60). Altos valores de PIC indicam grande numero de
meioses informativas. As meioses informativas sdo importantes na construgao de
mapas de ligacdo, ja que a fase de ligagdo de cada marcador € um dos fatores
utilizados para a correta inferéncia da posicéo e distancia dos marcadores no mapa.
Esses valores de conteudo informativo de polimorfismo ndo levam em conta apenas
0 numero de alelos, como também a distribuicido das frequéncias entre eles. Dos
onze locos analisados, apenas dois (DIK4966 e DIK4188) apresentaram valores de
PI1C<0,5. Botstein et al. (1980) relataram que marcadores com valores acima de 0,5
podem ser considerados altamente informativos. Dessa forma, os marcadores
escolhidos para as analises da geragdo F2 sado informativos, o que indica uma
grande variagao genotipica na populagdo avaliada e sua utilidade em estudos de

mapeamento.
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Tabela 3. Numero de alelos (n), heterozigosidade observada (Ho) e conteudo
informativo de polimorfismo (PIC) dos 11 marcadores analisados nesse estudo.

Cromossomo Locos n Ho PIC

MNBG60 14 0,892 0,877

DIK5395 9 0,718 0,669

Cromossomo 24 DIK4426 5 0,716 0,667
MNB90 8 0,748 0,715

DIK4971 9 0,869 0,850

INRA143 7 0,736 0,694

DIK4188 3 0,516 0,402

Cromossomo 29 BMS1600 5 0,689 0,631
DIK4966 2 0,357 0,292

RMO040 6 0,678 0,606

DIK5057 4 0,687 0,624

5.2 Mapas de ligagao

Apds a genotipagem dos locos de microssatélite dos animais das trés geragdes
(P, F1 e F2), as informagdes do perfil alélico e da genealogia desses animais
estudados foram inseridas no programa CRIMAP para a construgdo dos mapas de
ligagdo dos cromossomos 24 e 29. A ordem dos marcadores e as distancias entre
eles do mapa gerado em nosso estudo (mapa EMBRAPA) e do mapa referéncia
(mapa MARC) podem ser visualizadas na Tabela 4 e na Figura 10.

O comprimento total do mapa do cromossomo 24 foi de 139.1 cM, com médias
de distancias de 34 cM entre os marcadores. Para o cromossomo 29, foi obtido o
comprimento total de 121.2 cM, com médias de distancias de 24 cM entre os
marcadores. A ordem dos marcadores € a mesma que a do mapa de referéncia em
ambos 0s cromossomos, variando apenas a distancia entre os marcadores. O mapa
EMBRAPA obtido é maior que outros mapas descritos para o cromossomo 29

(BARENDSE et al, 1997; REED et al, 2002). Uma maior distancia entre os
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marcadores, acarretando em maior tamanho do cromossomo também foi observado
em outros estudos. Em trabalhos utilizando essa mesma populacdo F2 (Gir x
Holandés), Miyata (2006) obteve o mapa de ligagdo do cromossomo 14 com
aumento de 71% no comprimento total, quando comparado ao mapa de referéncia
MARC. Gasparin (2007) construiu mapas para os cromossomos 5 e 7, com aumento
no comprimento total de 46% e 58%, respectivamente. Columbiano (2007) obteve
mapa 87% maior no cromossomo 12. Essas diferengas também foram observadas
em outros estudos com diferentes populagdes (MALTECA et al, 2008).

Inumeros fatores podem influenciar a distancia estimada entre os marcadores, e,
consequentemente, no tamanho total do cromossomo. Dentre esses fatores,
podemos destacar o tamanho amostral, numero de marcadores utilizados, diferencga
nos delineamentos experimentais e erros de genotipagem.

O mapa de ligacao foi gerado a partir das informagdes das meioses informativas
entre os marcadores. Delineamentos experimentais em que sao realizadas analises
de familias permitirdo a identificacdo de meioses informativas mais facilmente do
que o acumulo de informacbdes de gendtipos de diferentes populagcbes e
delineamentos experimentais. Além disso, existe um limite no numero de
marcadores que devem ser utilizados, ja que, marcadores proximos entre si
apresentardo menores taxas de recombinag¢do, ndo contribuindo para a construgao
do mapa. Na Tabela 4 ¢ informado o numero de meioses informativas obtidas entre
os marcadores utilizados para a constru¢cdo do mapa EMBRAPA. Podem-se
perceber diferencas significativas no niumero de meioses informativas entre os
marcadores nos mapas. Um dos exemplos € o loco DIK4966, que apresenta 16
meioses informativas no mapa referéncia MARC, e 269 no mapa EMBRAPA. Essa e

outras variagdes refletiram diretamente no tamanho final do mapa. Broman (2001)
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recomenda a utilizagdo de marcadores com distancias entre 10 cM e 15 cM em
estudos de identificacdo de QTL, e, caso adicione mais marcadores na regido do
QTL, a adicdo tera resultado caso o efeito do QTL for grande ou se o numero de
animais avaliados aumentarem. Com o aperfeicoamento das técnicas de
sequenciamento obtidas nos ultimos anos, inumeros mapas com alta densidade de
marcadores foram construidos, possibilitando diferentes abordagens de
identificacdo de QTLs no genoma dos individuos.

Inumeros estudos relatam problemas relacionados a erros de genotipagem.
Esses erros podem afetar a frequéncia de haplétipos (KIRK & CARDON, 2002),
além de induzir ao aumento no tamanho total de mapas de ligagdo (GOLTSTEIN et
al, 1997;HACKETT & BROADFOTT, 2003). Uma taxa de erro de 3% pode afetar
analises de desequilibrio de ligagao (AKEY et al, 2001) e estimativas de erros de 1%
podem gerar perdas de 53-58% da informagcdo da ligagdo entre locos
(TERWILLIGER et al, 1990). Como medida de seguranga para evitar possiveis erros
de genotipagem, as analises dos gendtipos foram realizadas dentro das familias, ou
seja, sempre que os eletroferogramas das amplificacbes dos microssatélites dos
individuos F2 eram analisados, os pais F1 eram observados conjuntamente,
diminuindo a possibilidade de erro, ja que as identificagcbes dos alelos eram

realizadas na mesma eletroforese capilar.



48

Tabela 4: Numero de meioses informativas e posicdo dos marcadores nos
cromossomos 24 e 29 obtidos no mapa EMBRAPA e no mapa referencia (MARC).

EMBRAPA MARC
Meioses informativas Posicéo (cM) Meioses informativas Posicao (cM)

MNB60 477 0.0 285 3.7

DIK5395 355 31.7 208 15.9
DIK4426 432 55.5 306 32.2
MNB90 374 109.4 349 62.5
DIK4971 496 139.1 274 78.1
INRA143 512 0.0 337 0.0

DIK4188 361 17.6 172 15.5
BMS1600 582 46.3 1147 29.2
DIK4966 269 83.3 16 32.0
RMO040 570 87.8 741 40.1
DIK5057 508 121.2 96 69.7

Figura 10: Localizagdo e distancia (cM) dos locos de microssatélites nos
cromossomos 24 e 29. Os valores a esquerda de cada cromossomo sao do
mapa referéncia (MARC) e os valores a direita, do mapa EMBRAPA.
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5.3 Medidas de Crescimento

Nos sistemas de producdo de bovinos, uma das principais caracteristicas de
interesse no melhoramento genético sdo as medidas de peso do animal em
diferentes épocas, desde o peso ao nascimento, que podera refletir no peso do
animal em diferentes idades futuras e tem implicagdes importantes na reprodugcao
das matrizes, até o peso final de abate, em bovinos de corte. Portanto, o
conhecimento dos genes e das interagdes entre eles (epistasia) sdo de fundamental
importancia para o correto manejo dos animais.

Apoés a analise de variancia (ANOVA), pode-se verificar que os efeitos fixos
que influenciaram significamente as caracteristicas analisadas sao diferentes entre
as idades (Tabela 5). Apenas sexo do animal influencia a caracteristica PN. Ja PPD
foi influenciado pelas caracteristicas sexo, anoest (ano-estagdo) e pai. Para as
medidas de PP1gg € PP3g5 apenas o efeito de anoest do nascimento foi significativo.
As fontes de variagéo significativas foram incluidas no modelo de analise do QTL
Express. Todas as estimativas apresentaram distribuicdo normal segundo a

estatistica de Shapiro-Wilk (W).

Tabela 5. Anadlise de variancia (valores de F) dos efeitos sexo e ano/estacao
sobre as medidas de peso, utilizando o programa SAS (2002).

Fenétipo SEXO ANOEST PAI
PN 16.57** 1.08 1.83
PPD 23.95** 2.13* 4.12*
PP1go 0.02 5.43* 0.55
PP3ss5 0.77 7.41* 1.36

*P<0,01; *P< 0,05
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As médias de peso dos animais avaliados variaram tanto entre os sexos
quanto no ano/estacdo em que os animais nasceram. As médias dos quadrados
minimos podem ser visualizadas na Tabela 6.

Para todas as medidas de peso nas diferentes idades, os animais do sexo
masculino sdo maiores que do sexo feminino, caracteristica essa comum na grande
maioria dos estudos envolvendo bovinos. Essa variagao também pode ser verificada
quando sdo comparadas as médias de todas as medidas de peso em relagdo ao
ano/estacdo em que esses animais nasceram. Essa diferenga chega a 4,38 Kg ao
peso ao nascimento (2000_03 e 2005_03), 12,49 Kg no peso a desmama (2000_04
e 2003_01), 51,8 Kg no peso a 180 dias(2000_01 a 2004_02) e 199,79 Kg no peso
a um ano (2000_04 e 2002_03). Essas grandes diferengas podem ser explicadas
tanto pela grande variabilidade que é gerada em delineamentos de populagdes F2
quanto pelo efeito materno, que estaria influenciando em todas as épocas
(ano/estacgao).

Definido os parametros utilizados no modelo, utilizamos o programa QTL
Express para a identificagdo de possiveis QTLs. Foram incluidos, no modelo de
andlise, efeito aditivo e de dominéncia do QTL.

Para todas as idades avaliadas, ndo foi identificado QTL significativo em
nenhuma das idades avaliadas no cromossomo 29. Apenas um indicativo de QTL
(P<0,10) foi identificado para PN no cromossomo 24 (Figura 11). A distribuicdo da
estatistica F e os valores de significancia de cada caracteristica pode ser

visualizada na Tabela 7.
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Tabela 6. Média dos quadrados minimos das medidas de peso avaliadas. Anoest:
ano/estacao (01-setembro, outubro, novembro; 02-dezembro, janeiro, fevereiro; 03-
margo, abril, maio; 04- junho, julho, agosto). EP: Erro Padrao.

PN PPD PPs0 PP3¢s5
Sexo
Média EP Média EP Média EP Média EP

Macho 31.183 0.416 57.277 0.639 9566 1.794 152,67 3.497

Fémea 28.935 0.400 53.698 0.614 9553 1549 150,49 3.109
Anol/estagao

Média EP Média EP Média EP Média EP
2000 _01 32.024 2.241 59957 3437 127.79 7.657 198,41 12.767
2000_02 30.064 0.930 57.834 1426 98.82 3599 175.37 7.442
2000_03 28.886 1.095 57.283 1.679 103.94 4.253 18297 8.295
2000_04 31.250 2.505 61.750 3.841 114.75 9.647 211.25 13.860
2001_01 30.858 1.303 57.326 1.999 117.67 5.004 164.61 10.335
2001_02 29451 1.389 55.323 2131 101.15 5.317 160.30 10.381
2001_03 29.672 1.093 59.942 1.676 109.71 4.291 186.38 7.988
2001_04 28.465 1.002 54425 1.537 110.20 3.788 167.94 7.903
2002_01 28500 1.348 51906 2.067 64.65 3.030 93.94 8.992
2002_02 28.285 1.346 52522 2.061 92.06 5.002 139.62 9.647
2002_03 29.887 1.153 52.343 1.769 9794 4416 117.61 8.564
2002_04 31.719 0.930 55696 1.426 101.44 3599 126.51 7.549
2003_01 29.759 1.389 49939 2.131 83.23 5.317 139.76 8.921
2003_02 27581 1.045 51.363 1.602 8351 4.033 14566 8.032
2003_03 28.947 0.900 55.205 1.380 92.64 3.447 14171 7.996
2003 _04 30.154 0.986 52.141 1512 9427 3.840 13843 8.323
2004 01 31979 1.447 52951 2219 8950 5538 138.73 8.981
2004 _02 29589 1.894 55684 2904 7599 7.073 15529 9.076
2004 03 28.182 1.391 49.259 2133 77.84 5.636 143.25 9.054
2004_04 31468 1.772 56.177 2718 88.62 6.684 143.97 8.336
2005 01 30.652 1.670 60467 2561 93.11 6.547 14198 8.035
2005_02 31.375 1.771 54.000 2.716 91.00 4.454 142.00 9.702
2005 03 33.274 2.246 57.673 3445 9499 6,766 147.85 7.979
2005_04 29.399 1.599 60.531 2452 90.68 6.116 134.37 8.760
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Tabela 7: Maior valor observado na estatistica F para as medidas: peso ao
nascimento (PN), peso padronizado a desmama (PPD), peso padronizado a 180
dias (PP4g) e peso padronizado a um ano (PPsss) e seus respectivos valores
criticos de significancia (P<0,10*, P<0,05** e P<0,01***) para as avaliagbes no
cromossomo 24 e 29.

Cromossomo 24 Cromossomo 29
Fenétipo F P<0.05 P<0.01 F P<0.05 P<0.01
PN 5.56* 6.74 10.33 3.61 6.88 10.83
PPD 2,39 6.90 10.74 0,92 7.00 10.48
PP1so 2.3 6,68 9,65 0.61 6,98 10,12
PP3¢s5 3.71 6,67 9,86 4.64 7.04 10.38

O primeiro QTL relatado no cromossomo 29 para medidas de crescimento foi
descrito por Casas et al (2003) em uma populagdo Brahman x Hereford. Foram
relatados um QTL sugestivo (P<0,05) para PD, com intervalo de confianca entre 42-
57cM. Animais que herdaram o alelo de origem Brahman eram 2,64 Kg mais
pesados que os que herdaram o alelo Hereford.

Alexander et al (2007) identificaram o segundo QTL para medidas de peso no
cromossomo 29. Esse QTL significativo para PN (P<0,01) foi identificado em uma
populacdo F2 Wagyu-Limousin, com efeito aditivo de 1,56 £ 0,47 Kg. Também
foram reportados QTLs no cromossomo 12 (PN), e no cromossomo 12 e 16 (P1sp).

Apesar de inumeros QTLs terem sido identificados em diferentes
cromossomos para caracteristicas de crescimento em bovinos, pode-se notar que,
em alguns casos, ndo houve repetibilidade de identificagdo dessas regides em

diferentes populagbes. Alguns fatores podem explicar essa situagdo, como o
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numero de marcadores utilizados, o tamanho amostral e a diferenga entre os
delineamentos e estrutura das populacdes avaliadas.

Entretanto, estudos com a mesma populagdo F, (Gir x Holandés) utilizada
nesse trabalho, Gasparin et al (2005) identificaram um QTL significativo (P<0,01) no
cromossomo 5 a 60cM do marcador mais centromeérico, com efeito aditivo de -1,6
Kg. O sinal negativo indica que o alelo que contribuiu mais para o PN tem origem
na raga Gir. Miyata et al (2007) identificaram um QTL sugestivo (P<0,05) para PN a
1cM do marcador mais centromérico no cromossomo 14, com efeito aditivo de 1,21+
0,438 Kg, correspondendo a 4% do valor médio da caracteristica. Portanto,
podemos admitir que o tamanho amostral e o delineamento utilizado nesse
experimento de mapeamento sao suficientes para detectar QTLs para PN.

Segundo Casas et al (2003), a possibilidade de detectar QTL para PN no
cromossomo 5 foi maior em populagbes cruzadas Bos p. taurus e Bos p. indicus
(KIM et al, 2003; CASAS et al, 2003; MACHADO et al, 2003) do que entre ragas Bos
p taurus ( GROZ & MACNEIL, 2001; Casas et al, 1998; Casas et al, 2000). Além do
desequilibrio de ligacdo e aumento da informatividade dos locos marcadores
resultantes do processo de cruzamentos, a maior dificuldade em mapear QTLs
pode ocorrer caso a frequéncia do(s) alelos de gene(s) que possam causar
variagdo nos QTLs estejam em baixa frequéncia nas ragas Bos p. taurus,
aumentando suas frequéncias quando sdo cruzados com animais de ragas Bos p.
indicus, ja que essas sub-espécies passaram por processos evolutivos distintos,
diferindo nas frequéncias desses alelos.

Dessa forma, devemos ser cautelosos para uma possivel utilizacdo dessas
informagdes em programas de melhoramento, sendo necessario determinar quais

sdo os QTLs mais informativos para cada grupo genético. Apesar das
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caracteristicas de crescimento apresentarem altos indices de herdabilidade
(GROSZ & MACNEIL, 2001), o efeito do ambiente apresenta uma grande
importancia no fendtipo final dos individuos.

Foram identificadas algumas diferengas nos valores da estatistica F quando a
analise do QTL para as medidas de peso ja mencionadas foram realizadas dentro
de cada familia. Apesar da populagao F» ter sido formada a partir de cinco machos
F1 acasalados com inumeras fémeas F1, um desses machos apresentou apenas 10
descendentes. Dessa forma, optamos pela andlise apenas dentro das quatro

grandes familias que formaram essa populagdo. Os valores obtidos podem ser

visualizados na Tabela 8.

Tabela 8. Estatistica F para as caracteristicas de crescimento dentro das familias
que compde a populagéo estudada. *(P<0,10); **(P<0,05);

Fenétipo Familia1 Familia2 Familia3 Familia4

< PN 1,2 3,71 7,06* 0,74
N

e PPD 0,79 6,18 3,04 0,44
% PP1s0 2,69 0,8 3,0 4,15
5 PP3ss 2,32 3,38 1,16 0,93
o

o PN 1,45 0,66 0,98 3,83
cé PPD 2,86 0,54 2,02 7,72%*
o

2 PP1s0 0,52 3,32 1,91 0,56
§ PP3ss 2,44 3,81 3,71 1,13
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Valorde F

Posi¢daorelativaem cM

Figura 11: Distribuigdo da estatistica F na localizagdo do QTL para PPD (131 cM) na
familia 4 encontrado no cromossomo 29. As setas indicam as posi¢coes dos
marcadores ao longo do cromossomo. A linha tracejada indica P<0,05.

Nas analises realizadas dentro das familias, foi possivel identificar um QTL
indicativo (P<0,10) para peso ao nascimento na familia 3, no cromossomo 24.
Também foi observado um QTL sugestivo (P<0,05) para PPD na familia 4, no
cromossomo 29 (Figura 11) . Esses resultados indicam que a variagao dentro das
familias pode “mascarar” efeitos de pequenos QTLs dentro de popula¢des, uma vez
que a geragao F, foi obtida pelo cruzamento de ragas que n&o obrigatoriamente séo

fixadas para alelos alternativos do QTL.
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5.4 Resisténcia ao Carrapato

O entendimento dos fatores genéticos e ambientais que influenciam a resisténcia
dos bovinos ao carrapato é de fundamental importancia para o desenvolvimento de
estratégias de manejo eficientes no combate desses parasitas. Essa complexidade
de fatores ligados a resisténcia (diferencas fenotipicas, estado fisioldgico, diferengas
imunoldgicas entre e dentro de ragas, predagdo do carrapato, ciclo de vida do
carrapato, etc) é dificil de ser mensurada, restringindo o calculo de uma estimativa
real da resisténcia pela acédo dos genes relacionados a esse processo. Teodoro
(2006) estimou a herdabilidade para o logaritimo da contagem de carrapato +1
dessa populagdo F» (Gir x Holandés) em estudo, obtendo um valor de 0,21 = 0,12.
Apesar da complexidade do fendtipo, é de grande importancia o delineamento
experimental para estudos de identificacdo de regides do DNA ligados a resisténcia.

De 2001 a 2007 foram avaliados 340 animais da geragao F» (Gir x Holandés),
com variagdes na contagem de carrapatos de zero a 792 por animal. Observando
os dados da Tabela 9 podemos verificar que a grande maioria dos animais
apresentaram padréo de coloragdo de pelagem 3 (predominantemente escura) e
tipo de pélo 1 (curto e liso), sendo que um maior numero de carrapatos foi
identificado em animais com essa cor de pelagem, e com o tipo 4 (comprido e

lanado).



57

Tabela 9. Frequéncia observada da cor e tipo de pelo da populagdo F2
estudada. Cor do pélo (1 = totalmente clara; 2 = predominancia clara; 3 =
predominéncia escura; 4 = totalmente escura); Tipo do pélo (1= curto e liso;
2=curto e lanado; 3= comprido e liso; 4= comprido e lanado).

Caracteristica 1 2 3 4
Cor pélo 4,2% 14,6% 69,5% 11,4%
Tipo pélo 84.11% 0,64% 11,52 3,73

Para as analises de QTL das contagens de carrapatos na estagdo seca e
chuvosa, foram realizadas analises de variancia para a identificagdo das
caracteristicas que seriam utilizadas como efeitos fixos e co-variaveis no modelo de
analise. Pode-se verificar na Tabela 10 que as contagens de carrapato sao
influenciadas por diferentes efeitos, dependendo da estacdo em que as avaliacdes
foram realizadas.

Na estagdo seca, lote_ano em que ocorreu a infestagcdo, cor da pelagem e
espessura da capa foram os efeitos significativos estimados para a contagem de
carrapatos. Ja na estacido chuvosa, apenas lote_ano em que ocorreu a infestagao e
espessura da capa foram significativos

Apos andlises dos valores fenotipicos de contagem de carrapato e das
informagdes dos alelos dos microssatélites e genealogia dos animais avaliados,
utilizamos o programa QTL Express para a identificagdo de QTLs nos cromossomos

24 e 29. Tanto efeito aditivo como efeito de dominancia foram inseridos no modelo.
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Tabela 10. Analise de variancia dos efeitos ambientais sobre a caracteristica
contagem de carrapatos, utilizando o programa SAS (2002). As fontes de
variagao significativas foram incluidas no modelo de analise do QTL.

Fenétipos SECA CHUVA
Sexo 0.02 0.10
Infestagao 3.25 1.89
Lote_ano (infestag&o) 6.40** 14.60**
|dade 1.13 0.29
Cor (pélo) 5.04** 1.35
Espessura (capa) 5.09** 6.18™*
Densidade (pélo) 0.64 0.39
Comprimento (pélo) 0.86 2.39

**P<0,01; *P<0,05

Nao foi identificado nenhum QTL significativo para resisténcia a carrapato nos
cromossomos 24 e 29 estudados, em nenhuma das estacdes avaliadas. Os valores
da distribuicdo F e seus respectivos valores de significancia podem ser visualizados
na Tabela 11. Até o presente momento, ndo foi relatado nenhum QTL para
resisténcia ao carrapato nesses cromossomos.

Em estudos de resisténcia ao carrapato utilizando a mesma populacao
experimental F2 (Gir x Holandés), Miyata (2006) identificou um QTL significativo
(P<0,01) a 22 cM do centrdmero no cromossomo 14, com efeito aditivo de 4,08 *
1,20 carrapatos, valor que corresponde a 19,2% da média da contagem de
carrapatos (21,27 £ 3,40). Segundo o autor, esse QTL pode estar relacionado com
o0 gene IL7 (interleucina 7), o qual estd presente no cromossomo 9 dos ovinos,

correspondente ao cromossomo 14 dos bovinos (BROAD et al, 1995).
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Azevedo (2006) identificou um QTL para resisténcia a carrapato no
cromossomo 18, com efeito aditivo e dominante, localizado no final do cromossomo.
O componente aditivo explicou 1,8% da variacdo fenotipica e o componente
dominante explicam 3,16%. Também identificou um QTL no cromossomo 27, sendo
que o efeito fendtipo explicado pelo QTL foi de 1,74% da variagéo total. Esses QTLs
também foram identificados na populagédo F2 (Gir x Holandés).

Gasparin (2007) também identificou QTLs significativos e sugestivos para
resisténcia ao carrapato na populagao F2 (Gir x Holandés). Quando utilizou apenas
o efeito aditivo no modelo de mapeamento do QTL, Gasparin (2007) identificou um
QTL significativo no cromossomo 5 (P<0,01) e um indicativo de QTL (P<0,10) no
cromossomo 7, ambos para a estacdo chuvosa. Na estacdo seca, identificou um
QTL sugestivo (P<0,05) no cromossomo sete. Para o QTL identificado no
cromossomo cinco, o efeito do QTL explicou 1,7% da variagao fenotipica observada,

e, para o cromossomo sete, o efeito aditivo do QTL explicou 1,88% dessa variacao.

Tabela 11. Maior valor observado na estatistica F para as caracteristicas:
logio_chuva e logo_seca. A: Efeito aditivo; A+D: efeito aditivo + dominante e
valores criticos para a=0,05 e a=0,01.

Efeito Cromossomo 24 Cromossomo 29

Fenétipo F P<0,05 P<0,01 F P<0,05 P<0,01

logio_chuva 3,08 7,10 10,19 3,08 7,10 10,19

A logio_seca 2,92 6,84 10,18 3,72 7,11 10,10

logio_chuva 2,12 5,00 6,69 2,72 5,23 7,15

A+D logio_seca 2,99 5,02 6,88 4,07 5,22 7,09
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A analise de todos os cromossomos autossémicos da populagdo F2 (Gir x
Holandés) por varredura cromossomica, utilizando 181 locos de microssatélites,
revelou a presenca de diferentes QTLs nas duas épocas em que ocorreram as
infestagbes (dados ainda n&o publicados). Na estacdo seca, foram identificados
quatro QTLs (cromossomos 5, 11, 21 e 27). Na estacdo chuvosa, foram
identificados 2 QTLs (cromossomo 2 e 10), além de um QTL no cromossomo 6 que
foi identificado nas duas estacoes.

A identificagcao de regides no DNA com associagao a resisténcia a carrapato
€ de grande importancia para a determinagdo de possiveis genes candidatos
envolvidos no processo de resisténcia. A identificagdo de marcadores moleculares
muito proximos as mutacdes causais (QTNs) ou dos QTNs em si, levaria ao
desenvolvimento de indicadores para diagndstico de animais mais resistentes, o que
seria o primeiro passo para o desenvolvimento de estratégias de selegdo assistida
por marcadores. Abatepaulo et al (2008) identificaram 11 SNPs (Single Nucleotide
Polimorphism) especifico de Bos p. indicus em genes envolvidos no recrutamento e
ativagcédo de basdfilos e linfocitos Th1, células envolvidas na resisténcia a patégenos,
0s quais poderdo ser testados em estudos de associacdo entre os marcadores e
valores fenotipicos de resisténcia.

Outra importante area de pesquisa no entendimento da resisténcia € a
identificacdo de genes expressos diferencialmente envolvidos na resposta imune
dos bovinos ao carrapato, ou em outros processos fisioldgicos relacionados (PIPER
et al, 2007). Nakata (2006), em um estudo de quantificacdo de mRNA de algumas
citocinas em dois grupos de bezerros da raga Nelore (grupo desafiado por

infestacbes de carrapatos e um grupo controle), verificou redugcdo dos niveis de
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mRNA de IL-2 (Interleucina-2), tanto na pele como no linfonodo, nos animais
desafiados. Carvalho et al (2008) quantificaram uma diferenca nos niveis
circulantes de algumas proteinas de fase aguda de infestacdo em diferentes grupos
geneéticos (resistentes e suscetiveis) logo apds a infestagdo. Pode-se verificar que
os niveis de haptoglobulina aumentaram significamente em animais suscetiveis,
enquanto a expressao da transferrina diminui. Em animais resistentes, a quantidade
da proteina amildide sérica A aumenta, diminuindo a expressdo da alfal-
glicoproteina acida. A quantificagdo dessas proteinas poderia indicar o grau de
infestacdo a que esses animais estdo sendo submetidos, caso esse padrao de
expressdo for similar nas diferentes ragas de bovinos. Bagnall et al (2009), em
estudos de expresséo utilizando a pele de animais infectados e nao infectados,
verificaram o aumento da expressao de varios genes responsaveis pelo controle de
calcio intracelular em resposta a infestacdo por carrapato. A expressdao desses
genes foi maior em animais resistentes do que em suscetiveis, sugerindo que a
concentracao intracelular de calcio pode estar envolvida na protecdo da pele a
infestacdo do carrapato. Segundo Bagnall et al (2009), varios SNPs foram
identificados em genes relacionados a sinalizagdo do calcio nos bovinos, como os
genes CALR, CALM3 e CASQLl. Entretanto, a associagcdo desses marcadores a
resisténcia explica apenas uma pequena propor¢do da variacdo na resisténcia,
necessitando de outros estudos com diferentes grupos genéticos para a validagao
desses possiveis marcadores. A identificacao de genes expressos diferencialmente
na relagao bovino-carrapato, em diferentes grupos genéticos, possibilitara o manejo
mais eficiente no controle do carrapato nos bovinos em geral.

Trabalhos com objetivos de avaliar a expressao diferencial de genes do

carrapato em resposta ao sistema imune do hospedeiro, silenciamento de genes
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(utilizando a metodologia do RNA de interferéncia) e identificagdo de proteinas
importantes no processo parasitario do carrapato e identificacdo de
imunossupressores, também estdo sendo realizados (VALENZUELA, 2004;
NUTTALL & LABUDA, 2004; BROSSARD & WIKEL, 2004; GUERRERO et al, 2007;
NIJHOF et al, 2007; RICCI et al, 2007). O entendimento da biologia e gendmica do
carrapato é critica para o desenvolvimento de novos métodos de controle.

As informagdes obtidas em todas essas linhas de pesquisa serdao de
fundamental importancia no combate ao carrapato, ja que o principal método de
controle utilizado hoje em dia é o tratamento com carrapaticidas, existindo poucas
metodologias alternativas a esse tipo de tratamento (SAMISH et al, 2004; RAJPUT
et al, 2006, RIBEIRO et al, 2008). A combinagcdo do manejo tradicional, do
melhoramento assistido por marcadores e o0 desenvolvimento de vacinas
recombinantes (WILLADSEN, 2004; CANALLES et al, 2008) que atuam diretamente
em alguma fase do ciclo de vida do carrapato, € a perspectiva futura para a

diminuigao das perdas na produgao pela agéo do carrapato.

5.5 Estresse térmico

O clima mundial vem sofrendo consideraveis modificagdes em todas as
regides do planeta. O IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change -
http://www.ipcc.ch) em seu ultimo relatorio sobre os impactos sobre o clima mundial,
relatou que a temperatura global podera aumentar entre 1,1°C a 6,4°C nesse
século. Dessa forma, com a elevagéo das temperaturas, sera de grande importancia
o desenvolvimento de praticas de manejo que evitem maiores perdas na produgao
devido a elevecao da temperatura, fator esse que influencia diretamente os niveis

de producédo dos bovinos.
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Dentro desse contexto, o conhecimento dos genes que atuam na regulagéo
da temperatura corpdrea dos bovinos, dos processos fisioldgicos relacionados e das
variagbes ambientais que interferem no desempenho dos bovinos (temperatura e
umidade) € de grande importéncia, podendo auxiliar na selegdo de animais mais
adaptados para condi¢des climaticas mais extremas.

Na Tabela 12 podem ser observadas as médias e o desvios padrdes de
algumas caracteristicas relacionadas ao estresse térmico nos bovinos. Espessura,
densidade e comprimento do pelo sdo importantes na dissipacédo do calor pela pele
nos bovinos. Finch et al (1984) relataram que a espessura e densidade dos pélos
tipicas das racas européias reduzem o fluxo de calor via condugdo e convecgao,
aumentando os efeitos do estresse térmico. Silva (2000 b), em experimentos de
tosa do pelame em bovinos, observou a importancia do pelame nas trocas de calor
dos bovinos com o ambiente. Segundo a Tabela 9, pode-se observar que cerca de
84% dos animais apresentaram pélo curto e liso e coloragdo predominantemente
escuro. Estudos descrevem que cores de pelagem mais claras sao melhores que
escuras na dissipacao de calor (FINCH et al, 1984; FINCH et al, 1985). A cor e 0
tipo de pélo, além de influenciarem nas trocas de calor dos bovinos com o ambiente,
também apresentam associagdo com diferentes niveis de infestacdo por

ectoparasitas (GASPARIN, 2007).
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Tabela 12: Média e desvio-padréo (DP) das caracteristicas do pélo (mm) nos
animais avaliados na estacado das chuvas e da seca.

Caracteristica Media - DP

Chuva Seca
Espessura (pélo) 3,63 £0,47 4,63+1,70
Densidade (pélo) 185,17+ 7,9 177,85 £ 33,23
Comprimento (pélo) 1,04 + 0,03 1,81 10,42

Na Tabela 13 sdo indicados os valores obtidos dos parametros fisiologicos
relacionados ao estresse. Pode-se notar que as médias das trés caracteristicas
foram maiores apos os desafios na cadmara bioclimatica, sob estresse térmico. As
variagbes observadas entre as medidas manha-tarde na estagdo das chuvas e na
estacdo seca foram similares na temperatura retal e temperatura da pele. Uma
maior diferenga foi observada nos movimentos respiratorios, sendo os valores
maiores no periodo da tarde na estagdo seca do que na estagdo chuvosa. Aguiar et
al (1996) relataram que a temperatura retal e os movimentos respiratorios foram
mais elevadas a tarde do que pela manha em bovinos da raga Holandesa, ja que as
temperaturas nesse periodo foram maiores em animais ao ar livre.

Os valores de movimento respiratorios variaram de 8 a 44
movimentos/minuto pela manha e de 36 a 180 movimentos/minuto pela tarde. As
observacdes da taxa de sudacido variaram de 45,82 a 640,78 g/m2/h na estacao
chuvosa e entre 66,52 e 725,41 g/m?h na estacdo seca. Essa grande variagdo &
refletida nos respectivos desvios-padrdes das médias dessas caracteristicas

(Tabela 13).
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Tabela 13: Média e desvio padrao (DP) dos parametros fisioldgicos avaliados na populagéo. Os valores de taxa de sudacao sao
referentes apenas as estagbes chuva/seca. Temperatura retal e Temperatura da pele (°C); Movimentos respiratorios (n° de
movimentos/minutos); Taxa de sudac&o (g/m?/h).

Chuva Seca
Manha Tarde Manha Tarde
Fenotipo Media DP Media DP Media DP Media DP
38,08 £ 0,64 40,75+ 0,18 38.17 £ 0,42 40.19 £ 0.35
Temperatura Retal
Mov. Respiratorios 17.3 £ 4,68 122 £ 5,67 16.4 £ 9,90 104,9 £ 22,63
Temperatura pele 27,59 £ 0,79 42,82 + 0,08 28,73 £ 1,77 42,54 + 5,16

Taxa sudagéo - 270,96+£128,87 - 265,94+£138,06




66

De acordo com as analises de variancia realizadas com o auxilio do
programa SAS, diferentes caracteristicas influenciaram os parametros analisados,
dependendo da época das observagdes. Para Temperatura retal, o efeito da
combinagdo més_ano em que ocorreu a avaliagao foi significativo na estacéo seca;
Tipo (pélo), cor (pélo) e més_ano foram significativos na estagdo chuvosa. Ano_est
foi significativo para movimento respiratério e taxa de sudagcdo em ambas as
estacdes da analise. Os valores obtidos na ANOVA podem ser observados na
Tabela 14.

Apoés as analises realizadas pelo programa QTL Express utilizando como
modelo de analises, efeito fixo e co-variaveis ja mencionados, além do efeito aditivo
e de dominancia, foi identificado um QTL significativo (P<0,01) para taxa de
sudacao na estagao seca no cromossomo 29, e um QTL sugestivo (P<0,05) para a
caracteristica movimentos respiratorios na estagdo chuva, também no cromossomo
29. Para temperatura retal, foi identificado um indicativo de QTL (P<0,10) no
cromossomo 24, na estacao chuva. Os valores da estatistica F obtidos em todas as
situacdes de analises podem ser vistos na Tabela 15 e a distribuicdo da estatistica F

dos QTL relatados nas Figuras 11 e 12.
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Tabela 14. Analise de variancia das medidas de Estresse térmico. A Temperatura Retal, A Movimento Respiratério e taxa de

sudacao.

A Temperatura Retal

A Mov. Respiratoério

Taxa de sudacao

Caracteristicas SECA CHUVA SECA CHUVA SECA CHUVA
Sexo 0,95 0,07 3,17 0,28 0,20 1,45
Tipo (pélo) 1,05 7,53** 0,76 1,00 0,26 1,12
Cor (pélo) 2,65 5,98** 1,24 0,14 1,33 0,50
Comprimento (pélo) 0,71 0,79 0,70 1,09 0,36 0,95
Més_ano 19,97** 9,95** 23,81** 9,15** 4,77** 6,92**

**P<0,01; *P<0,05
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Tabela 15. Valores da estatistica F e seus respectivos valores de P obtidos para as caracteristicas A Movimento respiratério,
A Temperatura retal e taxa de sudagdo nos cromossomos 24 e 29. Os valores criticos do teste F para os niveis de
significancia de 10 %, 5% e 1% sao indicados nas colunas P<0,05 e P<0,01, respectivamente.

Fenétipo Estacao Cromossomo 24 Cromossomo 29

F P<0.05 P<0.01 F P<0.05 P<0.01
A Movimento respiratério 0,53 6,95 10,39 3,49 7,22 10,64
A Temperatura retal SECA 3,38 6,92 10,43 1,74 7,11 10,55
Taxa sudacéo 0,66 6,93 10,32 1,14 6,99 10,07
A Movimento respiratério 0,94 6,94 9,92 9,29** 7,20 10,31
A Temperatura retal CHUVA 6,64* 6,68 10,06 2,07 6,91 10,27
Taxa sudacéo 1,08 6,85 9,99 10,47*** 6,95 10,24

*(P<0,10); ** (P<0,05); **(P<0,01)
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Valorde F

Posi¢ao relativaem cM

Figura 12: Distribuicdo da estatistica F na localizacdo do QTL para taxa de sudagao
(72 cM) encontrado no cromossomo 29. As setas indicam as posicbes dos
marcadores ao longo do cromossomo. A linha tracejada indica P<0,05 e a linha
superior P<0,01.

1%

2%

Valorde F

Posicao relativa em cM

Figura 13: Distribuicdo da estatistica F na localizagdo do QTL para movimento
respiratério (68 cM) encontrado no cromossomo 29. As setas indicam as posigoes
dos marcadores ao longo do cromossomo. A linha tracejada indica P<0,05 e a linha
superior P<0,01.
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Até o presente momento, ndo foram descritos QTLs para frequéncia
respiratoria nos cromossomos de bovinos. Uma busca na regidao do QTL nao
revelou nenhum gene considerado candidato a influenciar essa caracteristica no
cromossomo 29 dos bovinos. Além disso, a frequUéncia respiratoria é influenciada
direta ou indiretamente por inumeros fatores, como niveis de oxigénio no sangue,
acao de hormodnios e peptideos, etc.

Para taxa de sudagdo, Columbiano (2007) identificou um QTL sugestivo
(P<0,05) para taxa de sudagéao no cromossomo 11 para as avaliagdes realizadas no
inverno, na mesma populagdo experimental avaliada nesse trabalho. Dados da
literatura ndo indicam nenhum gene que possa influenciar a sudagédo em bovinos no
cromossomo 29.

Segundo Amarante et al (1998), o gene da queratina (KRN1) esta localizado
no cromossomo 29 bovino. A queratina € uma proteina fibrosa abundante na pele e
nos pélos dos mamiferos. Sua conformagao tridimensional possibilita, aos
microfilamentos da queratina, uma maior resisténcia, elasticidade e
impermeabilidade a agua. A impermeabilidade da pele esta diretamente relacionada
a protecado dos organismos na perda de agua para o meio ambiente. Entretanto, ndo
existe nenhum estudo que associe taxa de sudagdo com niveis de queratina na pele
dos bovinos.

Nos humanos, a interrupgao parcial dos canais das glandulas sudoriparas
pela queratina leva a produgao de pequenas erup¢des na pele, também conhecidas
como brotoejas. Dessa forma, a queratina dificulta a passagem do suor para o
exterior do organismo em resposta ao aumento da temperatura interna. Portanto, de
forma indireta, a produgdo de queratina pode influenciar a sudacado, podendo

interferir na regulagao da temperatura.
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Apesar dessa possivel interacao, outros estudos devem ser realizados para a
identificacdo de QTLs associados a taxa de sudagdo no cromossomo 29 em
diferentes grupos genéticos, para que alguma conclusdo concreta possa ser
inferida.

Para outras caracteristicas relacionadas ao estresse térmico, Columbiano
(2007) identificou a existéncia de um QTL significativo (P<0,01) para comprimento
do pélo localizado a 72 cM do cromossomo 10, na estacdo verdo na mesma
populacdo F; (Gir x Holandés) desse estudo. No cromossomo 12, identificou um
QTL sugestivo (P<0,05) para comprimento de pélo com os dados coletados no
inverno. Os efeitos do QTL foram de 7,82%, 10,21% e 9,27%, respectivamente.

A analise de todos os cromossomos para a identificacdo de QTL associados
ao estresse térmico na populagdo experimental F, (Gir x Holandés) resultou no
mapeamento de 16 QTL, tanto com efeito aditivo quanto com efeito aditivo +
dominante (dados nao publicados). Para a caracteristica temperatura retal, foram
identificados QTLs nos cromossomos 3, 6, 7, 8, 21 e 26. Para a caracteristica
frequéncia respiratéria, foram identificados QTLs nos cromossomos 4, 6, 26 e 29,
sendo o QTL no cromossomo 29 apresentado acima. Para a taxa de sudagao,
foram identificados QTL nos cromossomos 3, 13, 23 e 29, esse ultimo descrito no
presente trabalho.

Identificados os QTLs, é possivel calcular o valor aditivo do alelo QTL na
média da caracteristica avaliada na populagdo F2 (Tabela 16). Valores positivos
estao relacionados com uma maior contribuicdo da caracteristica oriunda dos alelos
de origem holandesa, e, valores negativos, de origem Gir.

Os resultados indicam que, tanto para movimento respiratério quanto para

temperatura retal, os alelos de origem holandesa foram os que influenciaram no
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Tabela 16: Valores de efeito aditivo e efeito dos QTLs observados.

Caracteristica Cromossomo F Efeito Aditivo Efeito do QTL
A Mov. Respiratorio 29 (chuva) 9,29 6,21+2,04 2,59%
A Temperatura retal 24 (chuva) 6,64 0,17+0,06 2,35%
Taxa sudagao 29 (chuva) 10,47  -35,05%£10,83 3,00%

aumento dos respectivos fendtipos. Ja para taxa de sudacdo, que apresenta um
valor de efeito aditivo negativo (-35,05), indica que os alelos de origem Gir foram os
que contribuiram para o aumento da caracteristica. Essa contribuicdo dos alelos Gir
para uma maior taxa de sudacado pode estar relaciona com a diferenga na estrutura
das glandulas sudoriparas que as sub-espécies de bovinos possuem (PAN, 1964)

Os valores citados acima estdo de acordo com os artigos ja mencionados
sobre as diferengas genéticas e fenotipicas entre os Bos p. taurus e Bos p. Indicus
em relagcao a diferenga na resposta as variagdes da temperatura.

As percentagens da variagéo fenotipica que podem ser explicadas pelos QTL
séo de: 2,59% (A Movimento respiratorio), 2,35% (A Temperatura retal) e 3%(Taxa
sudacdo). Esses valores sdo menores do que os observados por Columbiano
(2007), para outros QTL descritos na mesma populagao.

Os dados gerados nesse estudo de identificacdo de QTL para caracteristicas
relacionadas ao estresse térmico sdo de grande importancia, possibilitando o
delineamento mais detalhado para novas pesquisas nessa area. Além disso, faz-se
necessario o refinamento do intervalo de confianga dos QTLs ja identificados, o que

permitiia uma reducdo no numero de genes dentro desse intervalo, os quais
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poderdo ser avaliados como possiveis genes candidatos relacionados ao estresse
térmico em bovinos.

As informagdes obtidas nesse estudo devem ser investigadas em diferentes
racas de bovinos, e, caso esses QTLs também sejam identificados em outros
grupos de animais, essas regides poderdo ser avaliadas como potenciais em

estudos de melhoramento assistido por marcadores.
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6. Conclusoes

A varredura dos cromossomos 24 e 29 utilizando marcadores microssatélites
na populacdo F; (Gir x Holandés) com a finalidade de identificar QTLs
relacionados a medidas de peso, resisténcia a carrapato e tolerancia ao estresse
térmico mostrou-se adequada. Foi identificado um QTL significativo (P<0,01)
para taxa de sudacdo na estacdo das chuvas, no cromossomo 29, assim como
um QTL sugestivo (P<0,05) para frequéncia respiratoria na estacdo das chuvas
no cromossomo 29.

Anadlises dentro das familias que compuseram a populagdo F2 também
revelaram um indicativo de QTL (P<0,10) para PN e um QTL sugestivo (P<0,05)
para PPD nas familias 3 e 4, respectivamente, indicando que QTLs com efeitos
menores podem ser “mascarados” quando analisados na populacgéao total.

O mapeamento fino dessas duas regides de QTL, associado a recente
concluséo da anotagcdo do genoma bovino, deverdo revelar genes candidatos

para a investigacdo das mutagdes responsaveis por essas variagoes.
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