ANA LUISA SOUSA

AZEVEDO

VARREDURA GENOMIICA PARA QTL ASSOCIADOS A RESISTENCIA A
Boophilus microplus EM BOVINOS

VICOSA
BRASIL - MINAS
2006

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-Graduacdo em
Genética e Melhoramento, para
obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

GERAIS



ANA LUISA SOUSA AZEVEDO

VARREDURA GENOMIICA PARA QTL ASSOCIADOS A RESISTENCIA A
Boophilus microplus EM BOVINOS

Dissertagdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em
Genética e Melhoramento, para
obtencdo do titulo de Magister

Scientiae.
APROVADA: 29 de setembro de 2006
Paulo Savio Lopes Marco Antonio Machado
(Co-orientador) (Co-orientador)
Mario Luiz Martinez Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo

Simone Eliza Facioni Guimaraes
(Orientadora)



Aos meus pais Dirceu e Terezinha, com muita gratidéo,
Aos meus irméos Juliana e Artur,

A Marco Antonio



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me iluminar em mais esta etapa da vida.

A Dirceu e Terezinha, meus pais e grandes amigos, pelo grande apoio,
pela dedicacéo e pelo amor.

Ao Dr. Marco Antonio Machado, pela orientacdo, pelo incentivo, pela
amizade, pela compreenséao e pela confianga em meu trabalho.

Ao Dr. Mario Luiz Martinez, pela excelente idealizacdo, lideranca e
dedicacédo ao projeto.

A Dr. Simone E. F. Guimaraes, pela confianca e disponibilidade oferecida
durante todo tempo, que, mesmo distante esteve sempre presente.

A Pesquisadora Ana Lucia Campos, pela disponibilizacéo de todo material
genético.

Ao Dr. Jonh Furlong, pela coordenacdo de toda a avaliacdo realizada no
campo experimental.

As minhas amigas Elisa e Gabriela, pela valiosa ajuda e convivéncia
durante a realizacao de todo o trabalho.

Aos meus familiares, que sempre incentivaram e acreditaram no meu
trabalho.

A Universidade Federal de Vigosa , pela oportunidade de realizagdo do

Curso.



A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em
particular ao Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite, que forneceu toda
estrutura fisica para o desenvolvimento do experimento.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concessao da bolsa de estudos.

A todos que, direta ou indiretamente, colaboraram com esta importante

etapa de minha vida.



BIOGRAFIA

ANA LUISA SOUSA AZEVEDQO, filha de Dirceu Vilela de Azevedo e Maria
Tereza Sousa Azevedo, nasceu em 11 de maio de 1982 em Lavras, Minas Gerais,
Brasil.

Cursou o primeiro e o segundo grau no Instituto Gammon em Lavras, MG.

Em agosto de 2000, ingressou no curso de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora, em Juiz de Fora, MG, diplomando-se em
fevereiro de 2004.

Em agosto de 2005, iniciou o Curso de Mestrado em Genética e
Melhoramento na Universidade Federal de Vicosa, defendendo a tese no dia 29
de setembro de 2006.



SUMARIO

RESUMO.......coiii

ABSTRACT ...

1. INTRODUGCAO.........ooiiiiiiieeei e

2. REVISAO DE LITERATURA..................

2.1. Carrapato bovino ...,

2.2. Mapeamento de QTL ..........ceeeeeennnn.

2.3. Selecao assistida por marcadores ...

3. MATERIAL E METODOS ..ot e e e e,

3.1. Material genético .........cccccvvvvvvvvveennnne.

3.2. Avaliacao para a resisténcia ao carrapato bovino ..............cccccceunnns

3.3. Genotipagem com marcadores moleculares ..........cccccccvvvvvvivininiinnn.

3.4. Anélises estatisticas ......................
4. RESULTADOS E DISCUSSAO .............

4.1. Andlise dos marcadores moleculares

10

15

19

19

20

20

22

24

24

Vi



4.2. Frequéncia alélica, heterozigosidade e conteudo de informacéo

POIMOITICA. ...
4.3. ANAlise de Vari@nCia...........cooeuis i
4.4, DeteCGA0 de QT L....i ittt

5. CONCLUSODES ..o ettt

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

30

38

41

45

46

vii



RESUMO

AZEVEDO, Ana Luisa Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro
2006. Varredura gendmica para QTL associados a resisténcia a Boophilus
microplus em bovinos. Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimardes. Co-
Orientadores: Paulo Savio Lopes e Marco Antonio Machado.

Nos paises tropicais, as perdas causadas pela infestacdo de carrapatos em
bovinos acarretam um grande impacto no sistema de produ¢do animal. A variacédo
genética entre Bos taurus e Bos indicus, para a resisténcia a carrapatos,
juntamente com as ferramentas da biologia molecular, sugerem o uso de
marcadores moleculares, associados as caracteristicas de resisténcia, como
ferramenta auxiliar nos programas de selecdo. O objetivo desse trabalho foi
identificar QTL associados a resisténcia/suscetibilidade ao carrapato (R.
microplus) em uma populacdo F2 de bovinos derivada do cruzamento entre touros
da raca Holandesa (Bos taurus) e vacas de raca Gir (Bos indicus). Foi utilizada a
avaliacdo absoluta para determinacdo do nivel de resisténcia de cada animal, que
€ baseada na contagem das fémeas de carrapatos que completaram seu ciclo
apos a infestacao artificial com um namero conhecido de larvas. Foram coletadas
amostras de sangue de toda populacéo parental, F1 e F2 para extracdo de DNA.
Para a varredura do genoma, foram utilizados marcadores microssatélites
escolhidos no mapa do MARC - USDA. A escolha de cada marcador foi baseada

na sua posi¢do no mapa, multi-alelismo e minimo de 50% de heterozigosidade. Ao
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todo, foram selecionados 21 marcadores microssatélites, visando cobrir o0s
cromossomos 13, 18, 19 e 27, com um espacamento de 20 cM, em média, entre
0s marcadores. Os dados obtidos a partir da varredura gendmica referente aos
guatro cromossomos em estudo demonstraram a presenca de um QTL com efeito
aditivo e dominante (P<0,01), para resisténcia a carrapato localizado no final do
cromossomo 18. N&o esta claro qual é a origem da resisténcia para este QTL,
visto que ambas as racas compartiham alelos que estdo interferindo na
resisténcia ou suscetibilidade nos animais F2. Um possivel QTL, com efeito
aditivo (P<0,07) e localizado a 16 cM do centrémero também foi encontrado no
cromossomo 27. As proximas etapas, apos a identificagdo dos QTL, envolvem: 1-
validacdo destes resultados em rebanhos comerciais de gado de leite e corte,
possibilitando a utilizacdo da selecdo assistida por marcadores nos programas de
melhoramento e 2- refinamento da posi¢cdo onde o QTL foi mapeado, permitindo a
localizacdo mais precisa dos limites do QTL, diminuindo o intervalo em cM,

favorecendo assim a identificacdo dos genes responsaveis pelo efeito do QTL.



ABSTRACT

AZEVEDO, Ana Luisa Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September
2006. Genome scan for QTL related to bovine resistance to Boophilus
microplus. Adviser. Simone Eliza Facioni Guimaraes, Co-Advisers: Paulo
Savio Lopes e Marco Antonio Machado.

In tropical countries losses caused by bovine tick infestation have a
tremendous economic impact on production systems. Genetic variation between
Bos taurus and Bos indicus to tick resistance and molecular biology tools might
facilitate the use of molecular markers linked to resistance traits as an auxiliary tool
in selection programs. The objective of this work was to identify QTL associated
with tick resistance/susceptibility in a bovine F2 population derived from the Gyr
(Bos indicus) x Holstein (Bos taurus) cross. Tick resistance on each F2 animal was
evaluated by counting the number of tick females after 21 days of an artificial
infestation with 10,000 larvae. Blood samples of parents, F1 and F2 animals were
collected for DNA extraction. Microsatellite markers were chosen from MARC —
USDA map to perform a genome scan in four chromosomes. Markers were chosen
based on their position in the map, multi-allelism and minimum of 50%
heterozygosity. A total of 21 markers were selected to cover chromosomes 13, 18,
19 and 27, with marker interval of 20 cM. This genome scan showed the presence
of a QTL with additive and dominant effect (P<0.01) for tick resistance located in

the end of the chromosome 18. It is not clear the origin of resistance in this QTL,



since both breeds share alleles that most impact resistance or susceptibility in the
F2. A putative QTL with dominant effect (P<0.07) located at 16 cM from
centromere was also found on chromosome 27. The future steps after QTL
mapping involve validation of these results in commercial herds of dairy cattle and
beef cattle and fine mapping the position of the QTL favoring the identification of

candidate genes involved with tick resistance.
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1. INTRODUCAO

Grande parte dos paises em desenvolvimento € de clima tropical e
possuem em torno de 60% da populacdo mundial, com um desempenho agricola
inferior aos paises de clima temperado (Hammond, 1994). Embora a necessidade
de alimento de origem animal seja maior, devido a maior concentracio
populacional, as condicbes adversas de ambiente ndo permitem um desempenho
produtivo satisfatorio dos animais. Nessas regides, as infestacdes por parasitas
tém provocado, além da reducdo na produtividade, até mesmo a morte dos
animais mais suscetiveis. Os bovinos estdo constantemente ameacados por
lesdes de enfermidades causadas por carrapatos, favorecidas principalmente pelo
seu ciclo evolutivo, onde passam um periodo no animal.

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
cerca de 168 milhdes de cabecas, sendo que 140 milhdes séo explorados para a
atividade de corte e 28 milhfes para atividade de leite (CNA, 2006). A pecuéria,
em 2005, foi responsavel por cerca de R$67,84 bilhdes do PIB do Brasil (CNA,
2006), o que mostra a grande relevancia econbmica e social para o pais. As
perdas provocadas pelos ecto e endoparasitas provocam reduc¢des drasticas na
producdo de carne e leite. O pais deixa de produzir 28 milhdes de arrobas de
carne/ano (aproximadamente R$1,1 bilhdes) e 4,3 bilhdes de litros de leite/ano

(aproximadamente R$1,3 bilhdes). Além disso, a infestagdo por carrapatos e



bernes contribui significativamente para a perda da qualidade do couro, sendo que
apenas 8% do couro produzido € comercializado como de primeira qualidade.
Além dessas perdas, estima-se que o gasto anual com os produtos quimicos para
0 combate aos parasitas, seja da ordem de R$ 800 milhdes.

Segundo Honer e Gomes (1990), um bovino infestado com carrapatos e
parasitado por vermes, se nao for tratado, pode sofrer perdas de 18 a 47 kg de
peso/ano, sem considerar as possiveis perdas relacionadas as doencas
transmitidas pelos carrapatos. Furlong et al. (1996) utilizaram fémeas mesticas
Holandés-Zebu e verificaram que a queda da producédo de leite por vaca foi de
23%, quando estas estavam com uma média de 105 carrapatos/vaca. Teodoro et
al. (1998) estimaram uma perda de 26% (529 kg) na produgcdo de leite por
lactacdo quando compararam vacas holandesas puras por cruzamento, banhadas
e nao banhadas com carrapaticida. O combate a esses parasitas normalmente é
feito com produtos quimicos que, na grande maioria, deixam residuos na carne, no
leite e nas fezes, trazendo varios riscos para a saude humana e ou contaminando
0 meio-ambiente, causando Vvarios prejuizos para a natureza. O melhoramento
genético, visando a obtencdo de animais mais tolerantes a parasitas, € uma
alternativa mais eficiente, mais barata e ndo provoca danos ao meio ambiente.

A selegdo classica baseia-se no fenotipo do individuo e, em muitas
situacdes, o fendtipo ndo se manifesta no individuo para caracteristicas expressas
em apenas um sexo (producdo de leite) ou em caracteristicas de dificlil
mensuracao (eficiéncia alimentar, resisténcia a doencas). Em muitas situacdes, o
fendtipo ndo € uma indicagdo precisa do genatipo. Isto € devido ao fato de que, a
variacao genética, depende da variagdo alélica em um grande numero de locos e,
a expressao génica destes locos, € altamente afetada pelos fatores do meio
ambiente. Nesta situacdo, diz-se que a variacdo da caracteristica ou variagao
genética € de natureza quantitativa, e os locos individuais que afetam a expresséo
da caracteristica sdo denominados QTL (locos de caracteristica quantitativa)
(Geldermann, 1975). A identificacdo de regides gendmicas associadas as

caracteristicas de resisténcia ao carrapato bovino possibilitara uma maior



eficiéncia na selecdo para esta caracteristica, além de auxiliar no esclarecimento
dos mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia.

O objetivo do presente trabalho foi mapear regides gendmicas relacionadas
a resisténcia a carrapatos em uma populacdo F2 derivada do cruzamento entre

duas ragas divergentes de bovinos (Gir x Holandés).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carrapato bovino

Os carrapatos sao aracnideos que se alimentam do sangue de vertebrados.
Existem dois grupos principais; os Argasidae (pequenos carrapatos), que se
alimentam por alguns minutos ou horas, e os Ixodidae (grandes carrapatos), que
se alimentam durante dias ou semanas (Samish, 2004). Segundo Jongejan
(2004), 80% da fauna de carrapatos pertencem aos Ixodideos (683 espécies),
dentro desse grupo encontra-se o género Rhipicephalus.

A espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Fig.1)
tem como caracteristica parasitar apenas um hospedeiro, demorando
aproximadamente trés semanas para completar todo o seu ciclo no animal, que &
preferencialmente o bovino. E originéria do sudeste da Asia, porém se espalhou
ao longo dos trépicos incluindo Australia, leste e sul da Africa, América Central e
América do Sul (Jongenan, 2004).

Aproximadamente um bilhdo de bovinos, a maioria nos tropicos, estédo
expostos aos carrapatos (Pegram et al., 1993). O Rhipicephalus microplus
apresenta distribuicdo pan-tropical sendo uma das espécies de carrapato com
maior importancia comercial (Frisch, 1999). Segundo Bowman (2004), estima-se

que 80% do rebanho bovino mundial esteja infestado por carrapatos. Como
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resultado, o carrapato € o0 ectoparasita mais importante, do ponto de vista

econdmico, para toda a producdo animal.

Figura 1 - Fotografias mostrando detalhes do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus a) Representacdo de um macho b) Representacdo de uma

fémea ingurgitada.

O ciclo biolégico do Rhipicephalus (Boophilus) microplus apresenta uma
fase parasitaria de aproximadamente 21 dias na qual passa pelos instares de
larva, ninfa e adulto, todos em um Unico hospedeiro. A fase de vida livre inicia com
a queda das fémeas ingurgitadas e culmina quando as larvas eclodidas encontram
um hospedeiro. Na fase de vida livre, a fémea ingurgitada apresenta primeiro um
periodo de pré-postura de trés dias e morre ap6s a postura. Em temperaturas ao
redor de 28°C e alta umidade relativa (85%), a postura e eclosdo ocorrem em
aproximadamente 18 dias. As larvas recém eclodidas migram para as pontas da
vegetacdo onde podem localizar o hospedeiro pelo odor ou vibracfes. No
hospedeiro, as larvas se fixam em regibes corporais propicias para seu
desenvolvimento, tais como: posterior da coxa, perineal, perianal e perivulvar,
apos sete dias de sua fixacdo ocorre a muda para ninfas e estas mudam para
adultos com marcado dimorfismo sexual em aproximadamente oito dias. A fémea
apos o acasalamento comega a alimentagdo até o ingurgitamento total, que
propicia sua queda ao solo, enquanto que o macho permanece no bovino a

procura de novas fémeas.



O carrapato bovino (R. microplus) provoca perdas econdmicas significativas
para a bovinocultura além da transmissdo de iniUmeros agentes de doencas aos
animais infestados. Os prejuizos causados pelos carrapatos sédo devidos a perda
de peso, baixa eficiéncia alimentar, perdas na qualidade do couro, toxicoses,
lesbes da pele, anemia e transmissdo de agentes patégenos, que provocam
grandes enfermidades (Gonzales, 1975; Cordoves, 1997). As perdas econdmicas
causadas pelos carrapatos séo estimadas em mais de 100 milhdes de délares por
ano na Austrélia, e mais de um bilhdo e meio de dolares por ano na América
Central e América do Sul (Sabatini et al., 2001). Horn (1987) estimou em quase
um bilh&do de dolares ao ano as perdas econdmicas causadas pelo R. microplus
no Brasil. Foi contabilizada a queda na producgéo de leite e carne, a mortalidade, a
reducdo da natalidade, os gastos no seu controle e a transmissdo dos
protozoarios Babesia bovis e B. bigemina e da riquétsia Anaplasma marginale
(Young & Morzaria, 1986). Além de danificar o couro do bovino, prejudicando sua
comercializacdo, o grande volume de sangue sugado pelos carrapatos apés
fixacdo pode causar anemia ao hospedeiro e, dependendo do numero de
carrapatos infestantes leva-lo & morte (Sonenshine, 1991). Alguns trabalhos
sugerem que a presenca do carrapato causa uma supressdo no apetite dos
bovinos, levando entdo a perda na produtividade (Riek, 1957; O'Kelly & Seifert,
1970).

Os primeiros problemas, causados por agentes de doencas transmitidos
por carrapatos, foram relatados durante a introducdo de animais de racas
européias em areas previamente infestadas. Esses rebanhos apresentavam uma
maior produtividade, porém, eram muito suscetiveis as infestacdes por carrapatos.
Além disso, o transporte dos bovinos infestados por carrapato disseminou esses
parasitas para varias regibes onde os mesmos ndo existiam previamente (Shaw,
1969). De acordo com Furlong (1993), o prejuizo causado pelo carrapato aos
bovinos processa-se de varias maneiras. Geralmente é causado pelas teledginas,
gue se alimentam de sangue, ja que larvas, ninfas e machos sdo pequenos e,

apesar de também se alimentarem de sangue, predominam em sua alimentacéo a



linfa e os substratos teciduais. Cada fémea de R. microplus ingere entre 0,5 a 3 ml
de sangue durante a vida parasitaria (Seifert, 1970; Gonzales, 1975).

O R. microplus € o principal vetor do Anaplasma marginale, Babesia bovis e
B. bigemina responsaveis por mortes de bezerros ou de animais adultos que néo
tenham sido expostos ao carrapato (Verissimo et al.,, 1996). Essas doencas
formam um complexo com o carrapato, conhecido como tristeza parasitaria dos
bovinos (TPB).

Os acaricidas foram os primeiros métodos desenvolvidos para o controle do
carrapato, porém, sdo dispendiosos e nem sempre sao eficientes, devido ao
surgimento de novas cepas de carrapatos resistentes (De la Fuente et al., 1992;
Wambura et al., 1998). Além disso, muitos outros fatores séo considerados quanto
ao uso de acaricidas: custo dos produtos quimicos, trabalho para aplicacao,
equipamentos necessarios, perda na producdo de carne e leite, restricdes do
mercado relacionadas aos residuos quimicos e os efeitos para a saude humana e
para o meio ambiente (Jonsson, 1997). Devido a todos esses inconvenientes, 0
desenvolvimento de métodos alternativos, para controle do carrapato, torna-se
cada vez mais necessario.

Um outro método para o combate ao carrapato é a utilizacdo de vacinas. A
primeira vacina foi desenvolvida por Willadsen et al. (1995) e foi utilizada
comercialmente na Australia. Esta vacina atua principalmente reduzindo a
capacidade reprodutiva das fémeas. A reducdo no numero de carrapatos €
gradual, ndo apresentando um efeito imediato para o combate ao parasita, sendo
entdo necessario o uso integrado de outras formas de combate, como é o caso do
uso de acaricidas. Algumas limitagdes sdo encontradas no processo de vacinacgao,
por exemplo, dependendo do tipo da vacina, € recomendada que a mesma seja
aplicada a cada seis meses, aumentando os custos e dificultando o manejo dos
animais. Outro fator importante € a resposta diferencial encontrada entre os
animais, alguns respondem muito mal, contribuindo favoravelmente para a
proxima geracao de carrapatos.

Os acaricidas séo solugcdes de curto prazo para um problema imediato, e

nao resolvem o problema do controle de carrapatos a longo prazo. Os primeiros



relatos de infestacbes por carrapatos datam de 1895 e persistem até os dias
atuais, sem uma solucéo para a erradicacdo dos mesmos. Em algumas regides a
erradicacao foi possivel devido ao uso de acaricidas eficazes para os rebanhos
presentes, porém, o uso de acaricidas ainda se faz necessario para tratar animais
provenientes de regides infestadas.

O desenvolvimento da resisténcia a pesticidas € um processo natural de
resposta ao estresse ambiental. A genética, assim como as propriedades
bioguimicas dos pesticidas, sdo importantes para a evolugdo da resisténcia. A
taxa na qual a resisténcia esta envolvida € influenciada por muitos fatores,
incluindo o modo de heranca, a frequéncia dos alelos, a pressao de selecéo e a
aptiddo a resisténcia. Geralmente, a populacdo com caracteristicas resistentes
aumentara mais rapidamente quando a resisténcia € herdada como um alelo
simples dominante e a pressao de selecao é alta (Kamidi et al., 2005).

Existe uma grande variacdo genética relacionada a resisténcia a carrapatos
entre as racas bovinas, sendo assim, maneiras eficientes para explorar essas
variagbes precisam ser estudadas. O uso exclusivo de animais adaptados aos
tropicos para a producdo comercial deixa a desejar quando comparado ao alto
potencial produtivo das ragas bovinas Européias, principalmente na producdo de
leite. Novas tecnologias gendmicas, como a selecdo assistida por marcadores,
oferecem métodos alternativos para aumentar a resisténcia em rebanhos de leite e
corte (Frisch, 1999).

Em geral, os animais Bos indicus sdo mais resistentes as doencas
parasitarias do que animais Bos taurus. De acordo com Thiesen (1979) e Lemos
(1986), o bovino Indiano tem convivido ha milhares de anos com o carrapato R.
microplus, ocorrendo provavelmente uma eliminacdo natural dos animais mais
sensiveis, permitindo assim maiores oportunidades reprodutivas para os animais
geneticamente resistentes.

A maioria dos rebanhos comerciais de bovinos de corte na Australia e na
América do Sul, utiliza como método de controle, rebanhos resistentes ao R.
microplus, como € o caso dos animais Bos indicus. Entretanto, as pressfes do

mercado e a necessidade de aumentar a produtividade acarretaram mudancas



nas estratégias de melhoramento, levando ao aumento no nimero de animais Bos
taurus nos rebanhos. O cruzamento de Bos indicus com o bovino Europeu (B.
Taurus) resultou entdo, em um aumento da suscetibilidade aos carrapatos e a
necessidade do uso de outros métodos de controle para minimizar as perdas na
producéo (Lemos et al., 1985).

A selecdo de hospedeiros resistentes é a solugcdo mais eficaz para o
controle do carrapato, pois apresenta baixo custo e apresenta-se como uma
solucdo mais duradoura. O controle quimico, sozinho ou em combinacdo com
vacinas, aumenta muito o custo e 0s riscos de contaminacdo dos produtos,
reduzindo assim a competitividade com aqueles gerados em regides livres de
carrapatos. Nos rebanhos leiteiros a situacdo € mais complexa que nos rebanhos
de corte, pois nos rebanhos leiteiros, uma menor variedade de acaricidas esta
disponivel para o uso em vacas em lactacao (Foil et al., 2004).

Utech et al. (1978) observaram em rebanhos Zebuinos, grande proporcao
de animais com alta resisténcia ao carrapato, enquanto Villares (1941) havia
verificado esta maior resisténcia do Zebu ao comparar o numero de carrapatos
encontrados em bovinos de diversas racas. Apenas 5% do total de carrapatos
eram originarios de animais Zebuinos, 7% de racgas crioulas e 88% de racas
Européias. Este autor observou também diferenca na resisténcia entre as racas
Indianas, com o Nelore sendo mais resistente do que o Gir e o Guzera. Nagar et
al. (1978), na india, observaram que a raca Hariana é mais resistente ao carrapato
do que a Sahival. Por outro lado, o bovino Europeu é menos resistente ao
carrapato, provavelmente devido ao pouco contato com este parasita, mas
existem racas com diferentes niveis de resisténcia.

As estimativas de herdabilidade para a resisténcia a carrapato, obtidas por
varios autores, variam de 20 a 49% (Hewetson, 1968; Wharton et al., 1970; Utech,
1979; Teodoro et al., 1984 e Madalena et al., 1985), sugerindo que a sele¢ao para
essa caracteristica pode ser promissora. Utech e Wharton (1982), em um
experimento de selecdo na raga Australian lllawarra Shorthorn (AIS), obtiveram
ganhos genéticos consideraveis para resisténcia, mostrando que a selecao pode

ser altamente efetiva.



Rendel (1971) sugeriu a combinacdo de caracteristicas de resisténcia ao
carrapato do Bos indicus, com a alta produtividade de leite e fertilidade do Bos
taurus, por meio da utilizacdo de cruzamentos. Isto tem ocorrido intensamente nos
paises tropicais, ficando a Australia com a maior concentragdo de trabalhos de
selecao nestas populacbes mesticas.

O controle de carrapato nos animais domésticos continua sendo feito
principalmente com o uso de acaricidas, porém, a possibilidade de associar
vacinas juntamente com animais resistentes podera reduzir drasticamente a
dependéncia existente sobre o controle quimico, principalmente nos sistemas
extensivos de criagcdo (Jongejan, 2004). A eficiéncia dos acaricidas e da vacinacao
€ bem maior em rebanhos que apresentam alta resisténcia, sugerindo que esta

combinacéo seja desejavel para o controle do carrapato.

2.2. Mapeamento de QTL

O primeiro passo para pesquisa em genoma € o desenvolvimento de um
mapa de ligacdo saturado que requer um grande numero de marcadores
moleculares. Os marcadores moleculares mais utilizados na area genémica séo
chamados microssatélites (STRs), que sdo pequenas seqUéncias repetidas de
DNA de 1 a 5 pares de bases. Estéo distribuidos ao longo de todo o genoma e
apresentam um padrdo de heranca Mendeliano. O polimorfismo encontrado é
devido a um numero variadvel destas repeticbes que cada individuo possui. Os
marcadores microssatélites sdo os mais indicados para a deteccao de QTL devido
ao grande numero existente, a posi¢cado conhecida no mapa e ao elevado indice de
heterozigosidade (Machado & Martinez, 2001). Estes marcadores tém facilitado a
identificacdo de grande numero de genes associados com doencas em humanos,
como a diabetes melitus | (Kennedy et al., 1995) e a asma (Ober et al., 2000).

Os microssatélites sao analisados pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e o polimorfismo é detectado como diferencas nos tamanhos dos produtos

de amplificacdo submetidos a eletroforese. Estes marcadores podem estar
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localizados dentro ou proximo de um gene, porém, a maioria deles estédo
localizados em segmentos isolados de DNA.

Embora qualquer estrutura de populacdo possa ser usada para mapear
marcadores polimorficos, a escolha do delineamento a ser usado deve levar em
consideracdo os aspectos bioldgicos, econbmicos, genéticos e estatisticos. As
consideracfes genéticas estdo associadas com 0s parametros genéticos que se
deseja estimar, por exemplo, o delineamento F2 permite estimar relacbes de
dominancia, ja o retrocruzamento ndo. E muito importante que os progenitores
sejam o0s mais heterozigotos possiveis e a progénie em maior numero possivel,
permitindo assim tracar relacdes entre 0os marcadores polimorficos e as
caracteristicas de interesse detectaveis (Soller, 1978).

Grandes familias de meio-irmaos (rebanhos de bovino de leite) ou mesmo
populacbes experimentais F2, sdo comumente utilizadas para a geracdo de
mapas de ligacdo. Um fator a ser considerado € o tamanho da populacdo
segregante, que deve ser 0 maior possivel para possibilitar a presenca do maior
namero de combinacbes genéticas. Por essa razdo, o conjunto de familias
utilizadas para o mapeamento do genoma bovino € constituido por um grande
namero de familias de irmaos completos, produzidas por maltiplas ovulagbes com
transferéncia de embrides (MOET - multiple ovulation and embryo transfer)
(Bishop et al., 1994; Kappes et al., 1997).

Uma das maneiras para deteccdo de QTL é o desenvolvimento de
populacbes F2 (Fig. 2) ou retrocruzamento, utilizando progenitores que
apresentam grandes diferencas fenotipicas. O cruzamento é feito entre duas
populacbes que tenham alelos fixados, ou estejam proximas da fixacdo para
diferentes alelos, devido a pressdes de selecdo diferenciadas entre as duas
populagbes. A producdo de populacdes F2 em bovinos € bastante trabalhosa
devido ao grande intervalo de geracdes, a necessidade de gerar um grande
namero de fémeas e o custo para manutencao de toda a populag¢do, porém, este
delineamento permite a identificacdo da origem dos alelos. Além disso, o
delineamento F2 apresenta algumas vantagens sobre os demais, incluindo a

capacidade de avaliar fendtipos importantes que normalmente ndo seriam
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avaliados (ex: temperamento e conversao alimentar), habilidade de avaliar valores
produtivos de cruzamentos como uma alternativa para os rebanhos puros e
permite o desenvolvimento de rebanhos experimentais que eventualmente podem
ser utilizados comercialmente aumentando assim sua utilizagdo entre os criadores
(Tassel et al., 2001).

Os QTL detectados em populacdes comerciais normalmente correspondem
a fenodtipos relacionados a caracteristicas produtivas, caracteristicas de
conformacdo ou saude. Normalmente, as populagdes utilizadas sdo grandes
familias de meio-irméos geradas a partir do uso extensivo da inseminacéao artificial
utilizada nos testes de progénie. Os QTL detectados a partir de populacdes
experimentais (F2 ou retrocruzamentos) ocorrem em uma freqiéncia menor. Essa
diferenca pode ser devido ao elevado custo para gerar, manter e fenotipar grandes
populacbes. Entretanto, as diferentes populagcdes experimentais, ou seja,
populacbes desenvolvidas especificamente para o estudo de QTL, fornecem
oportunidade de detectar QTL para crescimento, carcaca, qualidade da carne,
taxa de ovulacdo e resisténcia a parasitas. Algumas dessas caracteristicas
apresentam baixa herdabilidade ou séo dificeis ou muito dispendiosas de serem
avaliadas em popula¢gdes comerciais (Sonstegard et al., 2004).

Os primeiros mapas genéticos de bovinos foram elaborados em 1994
(Barendse et al., 1994; Bishop et al., 1994). Um mapa mais saturado, de segunda
geracao, com 1.425 marcadores, foi produzido em 1997 (Kappes et al., 1997). Em
2004, um novo mapa com 3.802 microssatélites foi produzido por Ihara et al.
(2004).
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a)

b)

M1 (1 M2 Q2

Linhagens parentais H
fl 1 Q1 l 2 Q2
hl 1 21 M1 1 21
F1 X
hA2 Q2 M2 Q2
Oz 9 M1Q1 M2Q2 M1Q2 M2Q1
Mior | -MIQL | M2Q2 | M1Q2 | M201 .
M1Q1 M1Q1 M10Q1 M1Q1
M20z  -MIQL | M2Q2 | MI1Q2 | M2Q1
M2Q2 M2Q2 M2Q2 M2Q2
Mi0z  |-MIQL | M2Q2 | M1Q2 | M201
M1Q2 M1Q2 M1Q2 M1Q2
M2o1  MIQL | M2Q2 | MI1Q2 | M2Q1
M2Q1 M2Q1 M201 M201

Recombinantes
Parentais

Figura 2 — a) Esquema utilizado para geracdo da populacéo F2

b) Quadro representando todos os possiveis genoétipos encontrados na F2

A deteccdo de QTL em populagbes de cruzamento natural é dificultada
pelos efeitos de ambiente e de epistasia. Devido a essa complexidade, diversas
estratégias experimentais e ferramentas estatisticas vém sendo desenvolvidas
para maximizar a probabilidade de deteccdo de QTL (Liu, 1998). Sabendo-se que
a caracteristica € herdada, a deteccdo de QTL pode ser feita pela varredura

gendmica. Isto envolve a selecdo de uma populagcédo que esteja segregando para
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as caracteristicas de interesse e a genotipagem da mesma com marcadores
polimérficos distribuidos ao longo dos cromossomos. Métodos estatisticos como
analise de variancia e maxima verossimilhanca sédo usados para determinar se um
marcador esta associado com alguma caracteristica fenotipica (Beckmann et
al.,1988; Lander et al., 1989).

O poder de detec¢do entre um marcador e um QTL é diretamente
dependente das seguintes caracteristicas: fracdo de recombinacdo entre o loco
marcador e o0 loco do QTL, numero de individuos informativos para o marcador
(heterozigotos), herdabilidade da caracteristica, efeito do QTL, frequéncia dos
alelos do QTL, e a significancia estabelecida para o erro tipo | (Guimarées, 1999).

Muitos QTL ja foram identificados e marcadores moleculares desenvolvidos
para doencas como a mieloencefalopatia degenerativa progressiva (Weaver
disease) na raca Pardo Suica (Georges, 1993). O primeiro gene isolado em
bovinos, usando o mapa genético como base, foi o da hipertrofia muscular ou
musculatura dupla, localizado no cromossomo 2 (Charlier et al.,, 1995).
Subsequientemente, a localizacdo foi delimitada a uma pequena regido e, a partir
de descobertas sobre o efeito do gene da miostatina no crescimento de
camundongos, foi identificado o efeito de mutacbes nesse gene sobre a
musculatura dupla em bovinos (Fries et al., 1999). Trabalhos recentes vém sendo
desenvolvidos para identificar os genes responsaveis por efeitos de QTL
previamente detectados. Recentemente foi identificada uma mutacao funcional no
gene DGATL, localizado no cromossomo 14, responsavel por grandes efeitos nas
caracteristicas de producao de leite (Grisart et al., 2002). Outra descoberta foi uma
mutacdo no gene receptor do horménio de crescimento, no cromossomo 20,
também associada com a producédo de leite e composicao (Blott et al., 2003).

A maioria dos estudos para identificacdo de QTL em bovinos de leite estdo
restritos a caracteristicas produtivas, como producdo de leite e seus constituintes
(Bovenhuis & Schrooten, 2002). Os estudos relacionados a saude sdo, na maioria
dos casos, relacionados a CCS (contagem de células somaticas) e conformacao
de Ubere (Heyen et al., 1999; Schrooten et al., 2000; Kuhn et al., 2003), porém,
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poucos estudos foram realizados relacionando QTL com mastite clinica ou outras
doencas (Elo et al., 1999; Klungland et al., 2001; Schulman et al., 2002).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de rebanhos vem sendo testada
para a deteccdo de QTL utilizando diferentes métodos. Nenhum trabalho até o
momento reportou a presenca de QTL ou genes candidatos para resisténcia a
carrapatos. Alguns QTL para outras caracteristicas ja foram encontrados nos
cromossomos 13, 18, 19 e 27, que foram analisados neste trabalho. No
cromossomo 13 foram encontrados QTL para producdo de leite e proteina
(Ashwell et al., 2004), porcentagem de proteina (Mosig et al., 2001) e score de
células sométicas (SCS) (Rodriguez et al., 2002). No cromossomo 18 foram
reportados QTL para producdo de leite e proteinas (Olsen et al.,, 2002),
porcentagem de proteinas (Boichard et al., 2003; Mosig et al., 2001), porcentagem
de gordura (Ashwell et al., 2004) e SCS (Ashwell et al., 2004; Schrooten et al.,
2000; Rodriguez et al., 2002). No cromossomo 19 Bennewitz et al. (2003)
encontrou QTL para producéo e porcentagem de gordura e SCS. No cromossomo
27, QTL foram encontrados para producdo de leite, proteinas e gordura
(Rodriguez et al., 2002; Ron et al., 1998; Ashwell et al., 2004), porcentagem de
proteinas (Mosig et al., 2001) e SCS (Rodriguez et al., 2002; Kuhn et al., 2003). A
maior parte dos estudos para deteccdo de QTL esta relacionada com
caracteristicas produtivas, poucos trabalhos levam em consideracdo aspectos da

saude animal.

2.3. Selecdo Assistida por Marcadores

A deteccdo da resisténcia a doencas € um dos maiores objetivos dentro das
estratégias do melhoramento animal, porém, é dificil de realizar pelos métodos
tradicionais. A incidéncia de doencas € bastante influenciada por fatores de
ambiente entdo, diferencas fenotipicas podem ser, em grande parte, devido a
diferencas entre ambientes. Para fazer avaliacdes fenotipicas mais precisas sao
necessarios desafios artificiais, onde as caracteristicas de producao sdo bastante

afetadas pelas infec¢des, porém, as condicdes ambientais e de manejo sdo
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semelhantes. A selecdo para resisténcia a doencas proporciona o melhoramento
na saude animal, aumentando assim a produtividade e reduzindo a necessidade
de intervengbes farmacoldgicas, reduzindo entdo os custos e retardando o
aparecimento de patdégenos resistentes (Soller, 1998).

A utilizacdo da genética gendémica auxiliando a selecdo para resisténcia a
doencas interfere na expressao fenotipica por meio da mudanca direta na
sequéncia do DNA. A selecdo de individuos, que possuem alelos favoraveis para
0S genes gue controlam a caracteristica em questdo, baseada na avaliacédo direta
do seu DNA, é denominada de selecdo assistida por marcadores (MAS). Em
principio, a MAS pode selecionar para resisténcia sem a necessidade de desafios
e apresenta alta acuracia sem a interferéncia de fatores ambientais.

A MAS pode trazer inUmeras vantagens aos melhoristas. Touros jovens
podem ser selecionados, para marcadores especificos, logo apds o nascimento.
Desta maneira, os animais de alto mérito genético sdo mantidos no programa,
enguanto os animais de baixo mérito genético podem ser descartados, evitando o
custo de manutencao destes animais por varios anos. Com a selecédo assistida por
marcadores, é possivel combinar QTL de duas ou mais racas numa unica raca
gue ird possuir todas as caracteristicas combinadas. Apesar das vantagens que a
selecdo assistida por marcadores possibilita, é aconselhavel que ela seja realizada
conjuntamente com a selecao fenotipica, visando minimizar a chance de descarte
de um animal que possua alto potencial genético, devido a possivel associacdo
inconsistente entre 0 marcador e a caracteristica fenotipica (Martinez et al., 2000).

Quando a MAS é comparada a selecdo com base no fendtipo, pode ser
mais precisa pois ndo sofre efeito do meio ambiente, ndo € limitada a um sexo e
nao requer testes caros ou que necessitam do abate do animal. A MAS pode ser
realizada bem cedo na vida do individuo, reduzindo o intervalo entre geracdes e,
ainda, podem incluir todos os individuos, mesmo aqueles que ainda néo
nasceram, por meio da analise do genétipo do embrido e, assim, aumentar a
intensidade de sele¢do (Machado et al., 2001). A MAS pode também permitir a
identificacdo e a introgressdo de alguns poucos alelos de QTL de racas

melhoradas que aumentem a producdo em racas nativas adaptadas, ou para
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transferéncia de um loco especifico associado a resisténcia das racas adaptadas
ou nativas para as racas melhoradas (Beckmann & Soller, 1987).

A identificacdo de regibes gendmicas associadas a resisténcia ao carrapato
bovino ira possibilitar uma selecdo mais eficiente para as caracteristicas de
interesse ao melhoramento. Considerando-se que estas caracteristicas sao
dificeis de serem medidas rotineiramente nos animais, espera-se que 0S
marcadores moleculares identificados sejam incorporados aos modelos
tradicionais de avaliagdo, obtendo-se maior eficiéncia na selecdo dos animais.
Aléem de maior eficiéncia na selecdo, a introgressdo de genes oriundos de
germoplasma adaptado aos tropicos, em animais de ragas europeias, que
apresentam altos indices produtivos, mas baixo indice de resisténcia, possibilitara
a obtencao de animais com alta producao aliada a maior tolerancia em condi¢cfes
adversas (Frisch, 1999).

A MAS é bastante interessante para programas de melhoramento que
visam caracteristicas de producdo, bem como resisténcia a doencas. O
desenvolvimento da doenca compromete a expressao dos caracteres relacionados
com producéo, portanto a selecéo para resisténcia ira influenciar na sele¢do para
producdo. A selecdo para a resisténcia a doencas poder ser realizada com
marcadores moleculares, evitando expor o animal a doenca e possibilitando
selecéo eficiente para as caracteristicas de producéao (Soller & Andersson, 1998).

Os marcadores genéticos tém a capacidade de permitir a predicdo do valor
genético de caracteristicas que apresentam dificuldades no processo de avaliacao
e, portanto, ndo fariam parte dos critérios de selecdo. A associacdo entre
marcadores e alelos do QTL pode predizer algumas caracteristicas, sem a
necessidade de medicdo em larga escala dos fenoétipos. Além disso, marcadores
para caracteristicas que fazem parte de objetivos individuais de criadores, porém,
ndo fazem parte de todo o conjunto, por exemplo, resisténcia a uma doenca
particular ou algum caracter morfolégico, pode ser avaliada sem a necessidade da
inclusdo desses caracteres no esquema de avaliacdo genética nacional (Davis &
DeNise, 1998).
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A utilizacdo de marcadores moleculares proporcionard uma maior eficiéncia
técnica e econdmica dos sistemas de producédo, e também menor uso de quimicos
para o controle de parasitas, 0 que certamente garantira menor contaminagao dos
produtos (leite e carne) e indiretamente menor dano ao meio ambiente. Porém,
para que a MAS possa ser aplicada comercialmente, € necessaria a identificacdo
e a caracterizacdo de QTL no genoma, que estejam significativamente associados

a caracteres de interesse.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foi utilizada uma populacdo F2 de bovinos, proveniente de cruzamentos
entre animais das racas Holandesa e Gir. Em uma primeira fase foram produzidos
os individuos F1. Para isto foram utilizadas 27 fémeas Gir (em trabalho de super-
ovulacdo e transferéncia de embrides) que foram inseminadas com sémen de
guatro touros da raca Holandesa. Estes acasalamentos foram repetidos com a
finalidade de se obter 150 animais F1. Destes 150 individuos F1 (machos e
fémeas), apenas cinco machos foram escolhidos, baseados no vigor, para serem
pais da geragcdo de F2. Sessenta e sete fémeas F1 foram acasaladas com cinco
touros, para constituirem cinco familias, evitando-se o parentesco entre o
reprodutor e as fémeas a ele designadas. Cada uma das familias produziu, por
meio da super-ovulacdo e transferéncia de embrides, aproximadamente 80
animais F2. Foram produzidos 332 individuos F2, ou seja, em média 65 animais

F2 por reprodutor F1.
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3.2. Avaliacao para resisténcia ao carrapato bovino

A determinacdo do nivel de resisténcia de cada animal foi feita pela
contagem das fémeas de carrapatos que completaram seu ciclo apoés a infestacao
artificial com um numero conhecido de larvas. Dada a importancia da preciséo na
avaliacdo dessa resisténcia, foram feitas infestacfes artificiais, em cada animal,
com 10.000 larvas, e as contagens foram feitas no dia de queda dos carrapatos,
gue ocorre no 21° dia apos a infestacao.

As larvas foram preparadas no Laboratorio de Parasitologia da Embrapa
Gado de Leite, incubando-se meio grama de ovos por frasco (equivalente a 5.000
larvas). Dois frascos contendo as larvas infectantes foram inseridos em um colar
adaptado a regiao cervical do animal, de modo que as larvas atingissem ambos 0s
lados do corpo. Rapidamente as larvas deslocaram-se e o colar foi removido
dentro de duas horas.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, na idade de 13 a
15 meses, em torno de 20 a 30 animais por grupo, sendo mantidos em piquetes,
desde a infestacdo até a contagem, totalizando 21 dias. As infestacfes foram
feitas preferencialmente durante a primavera, verdo e outono, épocas em que a
confiabilidade e repetibilidade das contagens sdo maiores (Utech et al., 1978).
Todos os animais foram mantidos sob 0 mesmo manejo durante todo o periodo de
avaliagao.

Foram contadas as fémeas semi-ingurgitadas, de 4,5 a 8,0 mm de
diametro, de um lado do animal, multiplicando-se o resultado por dois, para se
obter o numero total de carrapatos por animal. As contagens foram feitas pela
manhd, até aproximadamente 9 horas, quando a maioria dos carrapatos se

desprendem dos animais.

3.3. Genotipagem com marcadores moleculares

Amostras de sangue de todos 0s animais (progenitores Gir, progenitores

F1 e individuos F2) foram coletadas para a extracdo de DNA. No caso dos
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progenitores Holandeses (4 touros), para cada animal, foram obtidas 4 paletas de

sémen importadas dos EUA.

O DNA foi extraido de amostras de sangue, conforme protocolo de
Hallerman et al. (1988), com modificagdes. Amostras de aproximadamente 10 ml
(com 0,5% EDTA) foram centrifugadas, sendo retirado o anel de células brancas,
aproximadamente 500uL de leucdcitos para cada amostra. As células do sangue
foram gradualmente desintegradas em tampao apropriado e o residuo celular
peletizado por centrifugacdo. A desintegracdo foi repetida trés vezes ou até a
obtenc&o de um precipitado branco, que foi ressuspendido em 1000uL de tampéo
de extracdo com RNAse contendo 10 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0,
50 mM NaCl, 0,02% SDS. As amostras entdo foram incubadas a 37°C por 2
horas. Adicionou-se 0,2 mg proteinase K para posterior incubacéo a 50°C até o
dia seguinte. As proteinas foram extraidas duas vezes em 300 pL de fenol e 300
UL cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), duas vezes em 800 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1), e entdo precipitadas com 80 UL de acetato de sdédio e 600
uL etanol. O DNA foi solubilizado em tampé&o TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) e
congelado até a hora do uso. Um protocolo semelhante, apenas omitindo o passo
de desintegracdo das ceélulas vermelhas e outras pequenas alteracdes, foi
utilizado para a extracdo de DNA do sémen.

Para a varredura do genoma, foram utilizados marcadores microssatélites
escolhidos do mapa consenso disponibilizado pelo MARC/USDA (Meat Animal
Research Center/ United States Department of Agriculture), no enderego Internet

http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html. A escolha dos marcadores foi

baseada na sua posicdo no mapa (distancia entre marcadores em torno de 15
cM), multi-alelismo e minimo de 50% de heterozigosidade. Ao todo, foram
selecionados 21 marcadores microssatélites, visando cobrir os cromossomos 13,
18, 19 e 27, com um espacamento de 15 a 20 cM, em média, entre os
marcadores. Estes marcadores selecionados foram utilizados para a genotipagem
de 31 animais parentais, 73 animais F1 e 332 animais F2, totalizando 436

animais.
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Para cada marcador, foram testadas trés concentragdes de MgCl, (1,5 mM;
2,0 mM e 2,5 mM) e pelo menos quatro temperaturas de anelamento (TA). As
reacOes constaram basicamente de 45ng de DNA gendmico; 0,2mM de dNTPs;
concentracdo de MgCl, definida individualmente; 20mM Tris pH 8,3; 50mM KCI e
0,1 uM de primer num volume total de 10uL. Os primers forward foram marcados
com trés tipos de fluorescéncia (TAM, HEX e FAM) objetivando a montagem de
multiplex para a injecdo das amostras para eletroforese. As amplificacbes
contaram com as seguintes etapas: 94°C (1min), TA (1min), 72°C (1min) durante
35 ciclos e uma etapa final para extensédo de 45min a 72°C.

Todas as reagdes de PCR foram precipitadas utilizando 1 pL de acetato de
amoénia (7,5M) e 30uL de etanol 90%. As placas foram entdo centrifugadas
durante 30 min. O DNA final foi ressuspendido em 20uL de agua.

Os produtos das amplificac6es foram detectados por eletroforese capilar no
equipamento MegaBACE 500 (Amersham Biosciences Inc.). Os genotipos foram
analisados no programa Fragment Profiler (Amersham Biosciences Inc.) e os

dados exportados para uma planilha do Excel (Microsoft Corporation).

3.4. Analises estatisticas

Deteccdo de QTL: As andlises para deteccdo de QTL nos c€romossomos

estudados foram realizadas por mapeamento de intervalos multiplos em familias

F, utilizando o software QTL Express (http://qtl.cap.ed.ac.uk). Nas populacdes F2,

0 QTL é mapeado visando explicar a variagdo genética entre as linhagens
fundadoras, isso implica na pressuposicao de que as linhagens parentais possuam
alelos alternativos fixados para o QTL em estudo (Seaton et al., 2002).

O programa consiste, primeiramente, na determinacao das probabilidades
de ldentidade-Por-Descendéncia (IBD) para localizacdo especifica das regibes
cromossomicas referentes aos dados de marcadores multiplos e, posteriormente,
adequa o modelo estatistico as observacdes e aos coeficientes de IBD (Seaton et
al, 2002). Modelos lineares sdo adequados aos dados fenotipicos pelo uso de um

modelo linear geral, ou seja, é permitido que efeitos fixos adicionais e covariaveis
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expliguem a variagcdo da caracteristica. No presente trabalho, foram utilizados
como efeitos fixos: ano, sexo, tipo de pelagem, cor da pelagem e como covariavel:
idade a contagem dos carrapatos. O programa realiza testes de permutacdo
(Church e Doerge, 1994) para definir valores de significancia (1% e 5%) e
procedimentos de permutacdo com re-amostragens (bootstrap) para a definicao
do intervalo de confianc¢a na localizagdo de cada QTL. O modelo incluiu os efeitos

aditivos e de dominancia.

Frequéncia alélica, heterozigosidade e PIC: O célculo da frequéncia alélica,

heterozigosidade esperada (He) e conteudo de informagao polimorfica (PIC) foram
obtidos com a utilizagdo do programa Cervus v.2.0 (Marshall et al., 1998).

n-1 n

PICZl—ipf—Z > 2pip; H=l—ipf
i=1 : IS

i=1 j=i+1

Transformacgdes: A contagem do namero de carrapatos foi transformada, visando

a normalizacdo dos dados, utilizando o logaritmo decimal da contagem de

carrapatos + 1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise dos marcadores moleculares

Os marcadores microssatélites foram escolhidos visando cobrir o0s
cromossomos 13, 18, 19 e 27, respeitando o intervalo aproximado de 15 cM, com
respectivamente 4, 7, 6 e 4 marcadores (Tabela 1). Em determinadas regides dos
cromossomos nédo foi possivel selecionar marcadores com 0 espacamento de
15cM devido a auséncia de marcadores nessas regides ou marcadores pouco
polimorficos, surgindo assim espagcamentos de até 30cM como os encontrados
entre os marcadores 13-2/13-3, 13-3/13-5 e 19-2/19-3 (Tabela 1).

Para a otimizacdo das reacdes de PCR, foram estabelecidas, para cada
marcador, as condicfes 6timas de amplificacdo, incluindo concentracdo de MgCl,
e temperatura de anelamento. As concentracfes de MgCl, 6timas, para todos 0s
21 marcadores, foram de 1,5 e 2,0 mM de MgCIl, (Tabela 2). A concentracdo de
MgCl, interfere na especificidade da reacdo de PCR, ou seja, uma concentracdo
excessivamente alta diminui a especificidade da reagdo de PCR. Para manter as
condicbes otimas de amplificacdo, deve-se evitar a adicdo de EDTA (agentes
quelantes) ou grupamentos com carga negativa (fosfatos) que possam vir a
diminuir os niveis de Mg®" livre na reacdo (Sambrook et al., 1986). Mesmo
seguindo todas as especificacdes técnicas e variando a concentracdo de MgCl, e

a temperatura de anelamento o marcador 19-1 n&o funcionou, portanto foi
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sintetizado o marcador 19-1B para substitui-lo. O mesmo ocorreu com o marcador
13-4, que foi substituido pelo 13-5.

A etapa de precipitacdo das amostras foi fundamental para permitir uma
otima injecdo dos fragmentos no sequenciador automatico. Essa etapa de
precipitacao visa retirar os produtos restantes da reacdo de PCR para a obtencao
de uma solucdo contendo apenas DNA e agua, o que favorece a injecdo das

amostras em cada capilar.
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Tabela 1 — Localizagdo dos marcadores e espacamento representada em cM,
baseado no mapa do MARC/USDA.

Marcadores Localizagcdo (cM) Espagamento (cM)

Cromossomo 13

13-1 0,0 0,0
13-2 19,5 19,5
13-3 49,5 30,0
13-5 79,5 30,0
Cromossomo 18
18-0 1,2 0,0
18-1 10,8 9,6
18-2 26,2 154
18-3 42,3 16,1
18-4 57,0 14,7
18-5 61,0 4,0
18-6 81,4 20,4
Cromossomo 19
19-1B 0,0 0,0
19-2 15,9 15,9
19-3 46,5 30,6
194 65,7 19,2
19-5 78,6 12,9
19-6 98,4 19,8
Cromossomo 27
27-1 0,0 0,0
27-2 19,9 19,9
27-3 40,9 21,0
27-4 59,7 18,8
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Tabela 2 - Temperatura de anelamento e concentracdo de MgCl, para cada um

dos 21 primers utilizados, distribuidos ao longo dos 4 cromossomos.

Marcador T (°C) MgCl; (mM)

13-1 54 1,5 mM
13-2 52 1,5 mM
13-3 54 1,5mM
13-5 62 1,5mM
18-0 54 1,5 mM
18-1 52 2,0mM
18-2 54 2,0 mM
18-3 52 2,0 mM
18-4 54 1,5 mM
18-5 54 1,5 mM
18-6 48 2,0mM
19-1B 50 1,5mM
19-2 54 1,5mM
19-3 54 1,5mM
19-4 54 1,5 mM
19-5 52 2,0mM
19-6 54 1,5 mM
27-1 48 2,0 mM
27-2 54 1,5mM
27-3 50 2,0mM
27-4 54 1,5mM

O scoring dos alelos dos marcadores microssateélites foi feito primeiramente
para a populacéo parental, onde foram identificados os alelos que poderiam estar
presentes nas demais populacbes (F1 e F2). Os alelos, ndao encontrados na

populacéo parental, foram eliminados para facilitar o scoring, gerando um bin set
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ajustado que foi exportado para realizar o scoring das popula¢gdes F1 e F2 (Figura
3).

A1 3_A_jnverted_Run01 Mult-A-233
206 z10 z1 216

5000 4 206.0 210.0 2141 z216.2

4000
3000

2000

- A

ADZ 3_A_inverted Run0l Mult-8-241

90004 206 2 214 216
5000 1 206.0 210! 2141 216.2
7000 1
£000 1
5000 4
4000 1
3000 1
2000 1 jﬂ i
1000 4 ‘/f \\»//’

2 L |

B03 3_A_inverked_RunO1 Mult-A-250

&000 4 206 2 214 216
206.0 21p. 214.1 2162
5000
4000
3000 4

2000

A A

16 5
] ]
200 210

Figura 3 - Padrao eletroforético obtido com o primer 19-5. Representacao gréafica
obtida com o programa Fragment Profiler onde os dados foram analisados. O
animal superior é heterozigoto (214, 216); o intermediario € homozigoto (210, 210)
e o inferior € heterozigoto (210, 216). Os alelos 202, 204, 208, 212 e 218 foram

eliminados do bin set que foi utilizado para analisar as populagdes F1 e F2.

Todas as trés populacdes (parentais, F1 e F2) foram genotipadas para os
21 marcadores, porém, ocorreram algumas falhas no processo de amplificacdo, o
que nao interferiu nos resultados finais. O marcador 27-3 foi 0 que apresentou a
maior quantidade de falhas sendo necessario repetir varias reacfes de PCR,
mesmo assim, este apresentou um total de 14% na populagdo F2. O cromossomo

com menor numero de falhas foi o 19 com apenas 3,7% das amostras nao
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amplificadas, ja o0 cromossomo 27 apresentou 9,2% de falhas, isso ocorreu devido

a dificuldade de amplificacdo do marcador 27-3 (Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem de falhas encontradas para cada uma das populacdes

genotipadas (P= parental que corresponde a populacao Gir e Holandés, F1 e F2).

% Falhas
Cromossomos Marcadores _
Parentais F1 F2 Total por Cromossomo
13-1 0 0 3
13-2 0 7 6
13 4.8
13-3 4 22 4
______________________________ 135 4 2.5
18-0 0 2 5
18-1 4 0O 3
18-2 0 0 4
18 18-3 7 7 8 5,1
18-4 0 28 3
18-5 4 29 2
______________________________ 186 0 0
19-1B 4 0O 4
19-2 0 5 4
19-3 4 2 4
19 3,7
19-4 4 3 4
19-5 0 3 2
______________________________ 196 A A8 A
27-1 0 7 5
27-2 10 0O 4
27 9,2
27-3 10 20 14
27-4 23 11 6
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4.2. Frequéncia alélica, Heterozigosidade e Conteudo de informacédo

polimorfica

A analise dos 21 marcadores para 0s 4 cromossomos resultou em um total
de 153 alelos, uma média de 7,28 alelos por marcador. O marcador com maior
namero de alelos foi o 19-1B, que apresentou 13 alelos, jA& o marcador 19-6
apresentou apenas 3 alelos (Tabela 4). De maneira geral, o numero de alelos
encontrados na populacao F2, do presente trabalho, foi menor que o nimero de
alelos reportados no mapa do MARC (Tabela 4). Isto ocorreu, muito
provavelmente, devido ao fato de que o mapa do MARC € um mapa de referéncia
que utilizou vérias racas taurinas e duas Zebuinas, entre elas: Gelbvieh,
Simmental, Piedmontese, Longhorn, Nellore, Hereford, Angus, Brahman (Bishop
et al. 1994), aumentando grandemente a diversidade alélica encontrada. Na
populagdo F2, do presente trabalho, foram utilizadas apenas duas ragas, Gir e
Holandés, e também um menor nimero de animais fundadores. No entanto, os
marcadores 18-0, 19-2, 27-2 e 27-4 apresentaram um namero maior de alelos na

populacéo F2 em relacao a populacao de mapeamento do MARC (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparacéao entre a populacdo de mapeamento utilizada pelo MARC e
a populagdo F2 do presente trabalho referente ao nimero de alelos e tamanho

minimo e maximo encontrado para cada um dos marcadores.

Marcadores MARC* Embrapa MARC* Embrapa

N de alelos N dealelos Min Max Min  Max
13-1 9 4 92 116 93 121
13-2 12 8 272 302 272 302
13-3 7 8 108 130 112 130
13-5 15 11 155 183 157 181
18-0 7 9 94 120 110 124
18-1 5 5 115 123 118 124
18-2 11 10 118 146 120 146
18-3 9 7 139 155 145 159
18-4 13 9 155 185 166 180
18-5 8 6 230 246 232 246
18-6 13 8 76 102 81 101
19-1B 14 13 158 300 148 290
19-2 5 6 98 114 104 112
19-3 8 8 219 233 220 250
194 5 5 154 174 160 170
19-5 6 4 205 215 206 216
19-6 4 3 218 226 217 223
27-1 10 10 159 187 156 184
27-2 5 6 115 125 116 130
27-3 11 7 162 180 165 187
27-4 5 6 152 164 156 168

*Dados retirados do site http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html em 07/08/2006

O tamanho dos alelos oscilou dentro do esperado para a maioria dos

marcadores baseado nos dados provenientes do MARC, porém, alguns alelos
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foram encontrados fora da faixa esperada (Tabela 4). Para o marcador 13-1 foi
identificado o alelo 121; para o marcador 18-0 foi identificado um novo alelo 124;
para o marcador 18-3 foi reportado o alelo 157 e 159; para marcador 19-1B foram
detectados dois novos alelos, o 148 e 150; para o marcador 19-3 foram
localizados os alelos 240 e 250 e para o marcador 27-1 o alelo encontrado foi o
126. A maioria dos alelos distintos encontrados foram oriundos da populacéo Gir,
evidenciando a diversidade existente entre racas Taurinas e Zebuinas e
demonstrando a necessidade de maiores estudos dentro deste grupo. O marcador
27-2 foi 0 Unico que apresentou um alelo novo (130) compartilhado entre os
animais das ragas Holandesa e Gir. O marcador 27-3 apresentou o alelo 187 néo
descrito, estando este presente apenas no Holandés, o que também ocorreu com

0 alelo 168 do marcador 27-4.

A diferenca encontrada, com relagdo ao tamanho de um par de base, entre
a populacdo em estudo e aquela gerada pelo MARC é devido, provavelmente, as
diferentes metodologias e aparelhos utilizados para a genotipagem. Toda a
genotipagem do presente trabalho foi realizada em sequienciador automético de
Otima precisdo, ja algumas genotipagens realizadas pelo MARC foram feitas em
géis de poliacrilamida, corados com radioisotopos, 0 que pode ter comprometido a
resolucéo do resultado (Bishop, 1994). Por exemplo, no caso do marcador 19-5, é
possivel que o alelo reportado pelo MARC como sendo 205 é o0 mesmo que o
encontrado no presente estudo como sendo 206, situacdes semelhantes foram
encontradas nos marcadores 13-1, 18-1, 18-4, 18-6, 19-3, 19-6, 27-2 e 27-3.

O numero total de alelos e a freqiéncia dos mesmos variaram dentro das
quatro populacdes (Tabela 5). Em todos os marcadores foram observados alelos
com freqiéncia acima de 20%, indicando que a distribuicdo de frequéncias
alélicas ndo é uniforme entre locos. Para os marcadores 13-1 e 19-6, foi
encontrado apenas um alelo na populagcédo Holandesa, sendo que esta apresentou
uma meédia de apenas 2,9 alelos/marcador. A populacdo Gir apresentou maior
variabilidade, sendo observada uma média de 5,7 alelos/marcador. A grande
diferenca no numero de alelos entre essas duas popula¢des, muito provavelmente

€ devido a diferenca no niumero de animais amostrados em cada raca, ja que
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foram avaliados apenas quatro animais Holandeses e 27 animais Gir. Para as
populacbes F1 e F2, a média encontrada foi de 6,8 alelos/marcador. Houve
grande variagdo nos valores de frequéncia alélica encontrada dentro das racas
parentais, demonstrando a grande diferenca existente entre ambas. Para os
marcadores 19-1B e 18-4 todos os alelos presentes na populacdo Holandesa nao
foram encontrados na populacéo Gir.
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Tabela 5 - Freqgiiéncia alélica para 21 marcadores microssatélites encontrada nas

populacdes Gir, Holandés, F1 e F2.

Populagdo
HOL GIR F1 F2

Populagéo

Marcador Alelo HOL GIR 1 F2

Marcador Alelo

1 0000 0593 0322 0344 1 0000 0019 0,000 0,000
a1 2 0000 0167 0089 0062 | 2 0000 0222 0083 0082
3 1000 0148 0568 0,587 | 3 0000 0222 0090 0047
.4 __0000 0093 002l 0008 ] 4 0250 0333 0271 0,319
1 0,125 0,000 0,037 0,033 18-0 5 0,625 0,074 0,431 0,450
2 0750 0000 0412 0443 ] 6 0000 0037 0021 0013
3 0125 0074 0125 0,108 | 7 0125 0000 0056 0,022
13-2 4 0,000 0,222 0,125 0,0725 8 0,000 0,056 0,007 0,006
5 0000 0167 008l 0102 90000 0,037 0042 0060
6 0000 0426 0206 0,237 | 17770375 0173 0247 0272
7 0000 0074 0015 0,005 2 0375 0692 0527 0455
________________ 8 0000 0037 0000 0000 181 3 025 0000 0,144 0,158
1 0,000 0,365 0,167 0,1895 4 0,000 0,115 0,082 0,115
2 0000 0346 0158 0104 50000 0,019 0000 0,000
3 0000 0038 0000 0,000 17770,000 0,019 0,007 0,003
13-3 4 0,625 0,019 0,281 0,2985 2 0,000 0,389 0,171 0,238
5 0250 0000 0,158 0,172 3 0000 0037 0007 0,002
6 0125 0000 0061 0,028 4 0000 0315 0199 0,066
7 0000 0115 0053 0014 5 0250 0000 0,096 0,106
________________ 8 0000 0115 0123 0105 182 6 0125 0000 0068 0132
17770000 0212 0,056 0,090 | 7 0125 0148 0,123 0,065
2 0,000 0,135 0,042 0,0lli 8 0,000 0,093 0,075 0,167
3 0000 0019 0,007 0,006 | 9 0375 0000 0185 0,188
4 0000 0212 0132 0116 __________ .10 0125 0,000 0,068 0,033
5 0,000 0,019 0,000 0,000 : 1 0,000 0,140 0,096 0,144
135 6 0000 0096 0090 0,036 ' 2 0125 0000 0044 0,091
7 0000 0038 0007 0,002 ] 3 0875 0040 0493 0442
8 0000 0250 0,125 0148 | 18-3 4 0000 0020 0007 0,002
9 0000 0019 0042 0094 | 5 0000 0520 0257 0214
: 6
i 7

5 1
! 2
; 3
; 4
© 184 5 0,000 0,148 0,083 0,042
i 6
5 7
! 8
! 9

18-5
0,375 0,115 0,225 0,269
AR - B 0,000 0,077 0,049 0,028
| 0,000 0,741 0,432 0,383
| 0,000 0,111 0,027 0,078
! 0,125 0,130 0,110 0,128
18-6
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Tabela 5, Cont.

Marcador

Alelo

HOL

Populagdo

GIR

F1

F2

19-1B

19-2

19-3

w N

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,125
0,125
0,500
0,000
0,000
0,000

0,212
0,038
0,231
0,308
0,077
0,038
0,000
0,000
0,000
0,019
0,038
0,038

0,116
0,041
0,062
0,178
0,041
0,021
0,062
0,041
0,253
0,014
0,007
0,027

0,098
0,140
0,037
0,146
0,016
0,014
0,106
0,022
0,224
0,019
0,008
0,008

Marcador

27-1

Alelo

HOL

Populagéo

GIR

F1

F2

SBoo~N~ounhwnr

0,000
0,000
0,000
0,000
0,875
0,000
0,000
0,000
0,000

0,185
0,019
0,222
0,241
0,074
0,074
0,037
0,037
0,111

0,088
0,015
0,074
0,110
0,507
0,059
0,007
0,007
0,103

0,060
0,002
0,070
0,145
0,523
0,079
0,002
0,008
0,103

27-2

27-3

27-4

HOL = Holandés
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A heterozigosidade esperada e os valores de PIC para todas as
populacbes estdo representados na Tabela 6. Pela analise dos valores
encontrados na populacdo F2, foi verificado que a maior heterozigosidade foi
observada para o marcador 19-1B e a menor heterozigosidade foi observada para
0 marcador 19-6, com valores de 0,94 e 0,32 respectivamente. A heterozigosidade
média dos marcadores na populacéao F2 foi de 0,74. O maior valor de PIC, levando
em consideragcao apenas a populacédo F2, foi de 0,84 (19-1B) e o menor valor foi
de 0,23 (19-6), sendo que a média dos valores de PIC foi de 0,67. Botstein, et al.
(1980) determinaram alguns graus para classificar as variacdes genéticas, desse
modo, um PIC maior que 0,5 é considerado altamente polimorfico, entre 0,25 e 0,5
€ considerado moderadamente polimorfico e menor que 0,25 é considerado pouco
polimorfico, logo, os marcadores utilizados no presente trabalho podem ser
considerados altamente polimérficos, com excecdo do marcador 19-6 que
apresentou um PIC de 0,23. O valor de PIC é um dos indices mais utilizados para
determinar o grau de polimorfismo de um marcador (Vaiman et al. 1994; Peelman
et al. 1998), sendo que a aplicabilidade dos marcadores moleculares esta

diretamente relacionada com o maior grau de polimorfismo dos mesmos.

Apesar do pequeno numero de animais fundadores utilizados, considerando
apenas a racga Gir, é possivel selecionar alguns marcadores que apresentaram
alto grau de heterozigosidade esperada e PIC, para utiliza-los em estudos de
genealogia dentro da raca. A alta heterozigosidade esperada, na maioria dos
marcadores analisados, indica que os marcadores possuem um alto poder de
discriminacdo individual para a raca, sugerindo um alto potencial para utilizacéo
dos mesmos em testes de identidade genética e paternidade. Por exemplo, os
marcadores 13-5, 19-1B e 27-1 apresentam grandes possibilidades de serem
utilizados em testes de paternidade, pois possuem muitos alelos, além dos valores

de He e PIC demonstrarem um alto grau de polimorfismo.
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Tabela 6 — Valores de He e PIC obtidos nas populacdes Gir, Holandés, F1 e F2

para 21 marcadores microssatélites.

Populacdes
Marcador Hol Gir F1 F2
He PIC He PIC He PIC He PIC

131 000 0,00 074 055|086 049 057 045
132 050 037,085 069096 0,72 073 0,68
133 050 0,47 077 067|100 080 081 0,77
135 50,25 0,2050,69 0,7951,00 0,7650,76 0,73
180 10,75 0,47 0,85 0,75]0,88 0,68 0,70 0,63
181 075 058050 043]0,73 0,58 0,74 0,63
182 1075 0,71 059 067097 084 088 0,82
183 1025 0,20 080 059|094 063 075 0,68
18-4 50,25 0,3650,78 0,7251,00 0,7850,89 0,80
185 025 051,081 068085 0,71 079 071
186 1,00 0,65 041 039|1,00 070077 0,73
1918 {050 0,61 073 077099 0,84 094 0,84
192 1075 047059 060|097 0,73 070 0,66
19-3 50,75 0,6350,73 0,74;0,89 0,7850,85 0,77
194 050 0581031 026089 0,67 079 0,65
19-5 1050 0,37 0,37 046]0,90 058 067 0,59
196 000 0,00 065 044|052 032|032 0,23
271 1025 0,20 078 081094 068 071 0,65
27-2 50,50 0,5650,38 0,54;0,76 0,71;0,61 0,63
273 050 052 058 0581093 072|072 0,76

27-4 11,00 0,38 0,57 0,49:0,97 0,72:0,75 0,66
Hol = Holandés;
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4.3. Analise de variancia

Foram avaliados, de 2001 a 2006, 330 animais F2 (Holandés x Gir),
distribuidos em 15 grupos contemporaneos, cuja contagem individual variou de
zero a 792 carrapatos. Teodoro (2006) estimou a herdabilidade da populacdo em
guestdo e obteve um valor de 0,21+0,12 para o logaritmo da contagem de
carrapato + 1. Por meio da andlise de variancia (Tabela 7), observou-se que as
fontes de variacdo: ano, sexo, tipo de pelagem, cor da pelagem e idade a
contagem, influenciaram o logaritmo da contagem de carrapato +1. Com base nas
analises fenotipicas da populagdo F2 (Tabela 8) observou-se que os machos
possuem maior niumero de carrapatos que as fémeas. Alguns autores observaram
0s mesmos efeitos de sexo e sugeriram que isso pode ser devido as diferencas
hormonais (Stear et al., 1990, Verissimo et al., 1997). Da mesma forma, o tipo de
pelagem e a coloracdo apresentaram efeitos significativos no logaritmo da
contagem de carrapato +1 por animal. Observou-se grande variacdo desses
efeitos, sendo que os valores das médias dos quadrados minimos ficaram entre
2,58 (EP= 0,09) a 3,62 (EP=0,22) para tipo de pelagem e entre 2,66 (EP=0,19) a
3,31 (EP=0,11) para coloracdo da pelagem. Animais com pelagem curta
apresentaram menor numero de carrapatos quando comparados aos de pelagem
longa. Uma possivel explicacdo € que o carrapato tem maior dificuldade de se
fixar a este tipo de pelagem e porque é mais facil para o animal livrar-se do
carrapato (Verissimo et al., 1996). Além disso, animais com pelagem mais clara
apresentaram menos carrapatos quando comparados aos animais mais escuros.
Uma possivel explicagdo para o fato € que, em animais escuros, 0s carrapatos

estdo protegidos contra os predadores, tais como passaros.
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Tabela 7 — Andlise de variancia indicando os valores de quadrado médio (QM),
graus de liberdade (GL) e nivel de significancia para o logaritmo da contagem de
carrapato + 1

Fonte de variacdo GL QM

Ano 3 9,24*
Estacéo 1 0,32
Sexo 1 6,83**
Tipo de pelagem 3 7,49*
Cor da pelagem 3 4,85*
Idade a contagem 1 7,25**
** n< 0.01
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Tabela 8 - Média dos quadrados minimos (MQM) e erro padrdo (EP) para o
logaritmo da contagem de carrapato + 1, com os seguintes efeitos: ano, estagao,

sexo, tipo da pelagem e cor da pelagem

Efeitos MQM EP
Ano

2000 3,05 0,14
2001 3,26 0,11
2002 3,54 0,12
2003 2,33 0,20
Estacédo

Outubro - Marco 3,01 0,11
Abril - Setembro 3,08 0,09

Sexo
Fémea 2,89 0,10
Macho 3,19 0,10

Tipo pelagem

Curta e lisa 2,58 0,09
Curta e enrolada 2,97 0,14
Longa e lisa 3,01 0,12
Longa e enrolada 3,62 0,22
Cor pelagem

Totalmente branca 2,66 0,19
Mais de 75% branca 2,92 0,12

50% a 75%branca 3,31 0,11
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4.4 Deteccdo de QTL

No total, 332 animais F2 foram genotipados, porém, 47 animais nao
possuiam ainda dados referentes a resisténcia ao carrapato ou morreram antes de
serem fenotipados, portanto, apenas 285 foram utilizados nas analises finais de
associacdo entre os dados genotipicos e fenotipicos. Os estudos de associa¢do
realizados a partir da varredura gendmica para os cromossomos 13, 18, 19 e 27
indicam a presenca de dois QTL, um no cromossomo 18 e outro no 27.

O QTL encontrado no cromossomo 18 apresenta um efeito aditivo e
dominante (P<0,01), para resisténcia a carrapato localizado no final do
cromossomo (Figura 4). O componente aditivo explicaria 1,8% da variacdo
fenotipica e o componente dominante explicaria 3,16%. A média do logaritmo da
contagem +1 para o cromossomo 18 foi de 3,94, sendo que o componente
dominante esta int