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RESUMO

COLUMBIANO, Virginia de Souza, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Marco de 2007. Identificacdo de QTL nos cromossomos 10, 11 e 12
associados ao estresse calérico em bovinos. Orientadora: Simone
Eliza Facioni Guimaraes. Co-orientadores: Paulo Savio Lopes e Marco
Antonio Machado.

O estresse caldrico, especialmente nas regides tropicais, consiste em
uma importante fonte de perda econémica na pecuéria, tendo efeito adverso
sobre a producéo de leite, producdo de carne, fisiologia de producéo,
reproducéo, mortalidade de bezerros e saude do Ubere. Estes efeitos podem
ser amenizados utilizando-se a variagcao genética existente entre as racas de
Bos taurus e Bos indicus para as caracteristicas associadas a resisténcia ao
calor e os marcadores moleculares associados a esta resisténcia como um
auxilio nos programas de melhoramento, visando a obtencdo de animais
termotolerantes e, consequentemente, mais produtivos. O desenvolvimento
deste trabalho buscou mapear regiées genémicas nos cromossomos 10, 11
e 12 relacionadas a resisténcia ao estresse caloérico em uma populacédo F2
de bovinos (Holandés x Gir). As caracteristicas avaliadas foram: diferenca
entre a temperatura retal antes e depois da exposicdo ao estresse calorico
(DIfTR), diferenca entre a temperatura da pele antes e depois da exposi¢céo
ao estresse caldrico (DifTPele), diferenca entre a frequiéncia de movimentos
respiratorios antes e depois da exposicédo ao estresse caldrico (DIfMR), taxa
de sudacdo apds a exposicdo ao estresse calorico (TxSud), densidade do
pélo (DensidPélo), comprimento do pélo (CompPé&lo), comprimento da capa
(CompCapa) e espessura de capa (EspessCapa). Todas as medidas foram
tomadas no verdo e no inverno e os dados foram analisados desta forma.
Um total de 17 loci microssatélites foram genotipados para 480 animais,
sendo 31 parentais, 73 F1 e 376 F2. O resultado das andlises de associacao
mostrou a existéncia de QTL (p<0,01) para a caracteristica CompPélo
localizado na posi¢do 72 cM do cromossomo 10, com os dados coletados no
verdo. No cromossomo 11 foi encontrado um QTL sugestivo (p<0,05) para
TxSud localizado a O cM, com os dados coletados no inverno. No
cromossomo 12 foi encontrado também um QTL sugestivo (p<0,05) para a
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caracteristica CompPélo localizado a 28 cM, porém, com os dados coletados
no inverno. A estratégia da varredura gendmica com marcadores
microssatélites se mostrou adequada para a deteccdo de QTL para
caracteristicas de tolerancia ao estresse caldrico. Estas regibes mapeadas
precisam ser refinadas com a adicdo de marcadores adicionais para um
melhor entendimento do efeito de cada QTL e a identificacdo de genes

candidatos responséaveis pela variagdo nestas caracteristicas.
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ABSTRACT

COLUMBIANO, Virginia de Souza, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
2007, March. QTL identification in bovine chromosomes 10, 11 and
12 associated with heat stress. Adviser: Simone Eliza Facioni
Guimardes. Co-advisers: Paulo Savio Lopes and Marco Antbnio
Machado.

Heat stress impacts greatly animal production systems on tropical
regions causing economical losses and affects milk production, meat
production, physiology, reproduction, calf mortality and utter health. One way
to reduce these losses is to use the genetic variation between Bos taurus
and Bos indicus breeds for heat tolerance coupled with linked molecular
markers as an auxiliary tool in breeding programs to produce thermotolerant
and more productive animals. This work aimed to map genomic regions
related to heat stress on chromosomes 10, 11 and 12 in a F2 population
derived from Holstein x Gyr crosses. The following traits were evaluated:
variation of rectal temperature after heat stress (DifTR), variation of skin
temperature after heat stress (DifTPele), variation on the rate of respiratory
movements after heat stress (DifMR), sweating rate after heat stress
(TxSud), fur density (DensidPélo), fur length (CompPé&lo), coat length
(CompCapa) and coat thickness (EspessCapa). All traits were evaluated in
two seasons (wet-warm and dry-cool) and analyzed separatedly. A total of 17
microsatellite loci were genotyped on 480 animals (31 parents, 73 F1 and
376 F2). Association analysis indicated a QTL (p<0,01) for CompPélo
located at the position 72 cM on chromosome 10 for data collected on the
wet-warm season. On chromosome 11 it was found an indication of QTL
(p<0,05) for TxSud located at the position 0 cM for data collected on the dry-
cool season. On chromosome 12 it was also found an indication of QTL
(p<0,05) for CompPélo located at the position 28 cM for data collected on the
dry-cool season. The strategy of genome scan with microsatellite markers
was shown to be effective to identify QTL regions related to heat tolerance
traits. These mapped regions need to be refined with additional markers to
better understand the QTL effects and to identify candidate genes

responsible for the effects on these traits.



1. Introducao

A agropecuaria brasileira € o setor mais competitivo da economia
nacional, ja que cerca de 20% da produgdo agropecuaria € exportada e o
setor agropecuario € o unico setor da atividade econémica que tem superavit
na relagao de comeércio internacional. A pecuaria leiteira tem um importante
papel nestes resultados favoraveis ja que as exportagdes de carne bovina
tém apresentado um crescimento expressivo nos ultimos anos
(www.cna.org.br). No ano de 2005 o pais teve mais de 20 milhdes de vacas
ordenhadas, com uma producao de quase 25 bilhdes de litros de leite por
ano (www.agricultura.gov.br). Porém, uma fonte importante de perda
econdmica nesta atividade em todo o mundo, especialmente nas regides
tropicais e subtropicais, é o estresse caldrico, que tem efeito adverso sobre a
producdo de leite, producédo de carne, fisiologia de producéo, reproducao,
mortalidade de bezerros e saude do ubere (Silva, 2000).

O efeito das condi¢cbes climaticas sobre o desempenho de vacas
leiteiras € expressivo, principalmente em regides tropicais e subtropicais,
devido ao baixo potencial de produgédo de leite das ragas zebuinas (Bos
indicus) e a falta de adaptacdo das racas especializadas (Bos taurus) a
estes climas (Machado e Martinez, 2001). Estas diferencas existentes entre
as duas ragas podem contribuir para a deteccdo de QTL ligados a
resisténcia ao estresse calorico em bovinos (Hansen, 2004).

A variagado genética existente entre as ragas de Bos taurus e Bos
indicus para as caracteristicas associadas a resisténcia ao calor e as atuais
ferramentas da area gendmica, sugerem a utilizagdo de marcadores
moleculares associados a esta resisténcia como auxilio aos programas de
melhoramento visando a obtencdo de animais termotolerantes e,
consequentemente, mais produtivos. Para tanto, € necessaria a formacéao de
populacdes experimentais especialmente delineadas visando o mapeamento
de regides gendmicas associadas a caracteristicas de interesse ao

melhoramento de bovinos (Machado e Martinez, 2001).



Os marcadores moleculares tém se destacado, na area gendémica, na
detecgdo de loci de caracteristicas quantitativas (QTL) para utilizagdo nos
programas de selecdo assistida por marcadores (MAS). Os mais utilizados
sao chamados microssatélites, que sdo pequenas sequéncias repetidas de
DNA de 1 a 6 pares de bases que estdo distribuidos ao longo de todo o
genoma e apresentam um padrdo de heranga mendeliana. O polimorfismo
encontrado € devido a um numero variavel destas repeticdes que cada
individuo possui e eles sdo os mais indicados para a deteccdo de QTL
devido ao grande numero existente, a posigdo conhecida no mapa e ao
elevado indice de heterozigosidade (Machado e Martinez, 2001). A utilizagao
de marcadores moleculares na MAS, proporcionara uma maior eficiéncia
técnica e econOmica dos sistemas de producdo, porém, para que esta
técnica possa ser aplicada comercialmente, € necessaria a identificacao e a
caracterizagcdo de QTL no genoma, que estejam significativamente
associados a caracteres de interesse (Martinez et al., 2000).

Nao existem, entretanto, trabalhos associando regides gendmicas
bovinas a resisténcia ao estresse calérico, havendo entdo a necessidade da
realizacdo de experimentos nesta area para que no futuro, estas
informagdes obtidas possam auxiliar nos programas de melhoramento, mais
especificamente, na Selegédo Assistida por Marcadores (MAS).

Assim, buscou-se com este trabalho, identificar QTL nos
cromossomos 10, 11 e 12, relacionados as caracteristicas de resisténcia ao
estresse caldrico, em uma populagao F2 derivada do cruzamento entre duas

racas divergentes de bovinos (Holandés x Gir).



2. Revisao de Literatura

2.1. Estresse Caldrico em Bovinos

O clima tropical, geralmente é definido como uma regidao onde nao ha
estacao fria ou inverno, onde a temperatura ao nivel do mar nunca fica
abaixo de 18°C. A maioria dos paises ditos subdesenvolvidos encontra-se
na faixa intertropical, abrigando mais da metade da populagdo mundial. A
produtividade animal nesta area é muito baixa, comparativamente com o
chamado primeiro mundo, sendo a média de producéo de leite de 20% a
25% daquela considerada aceitavel nos paises de hemisfério norte. Em
climas tropicais e subtropicais, os altos valores de temperatura e de umidade
do ar tém se mostrado limitantes tanto ao desenvolvimento, quanto a
producdo e a reproducdo, principalmente de animais com altos niveis de
produtividade. Nos tropicos, o maior problema de desconforto € a eliminagao
do calor corporal para o ambiente (Campos, 2004).

Os bovinos sao animais homeotermos, ou seja, sdo capazes de fazer
a termorregulagao, que é o processo de controle de temperatura em um
sistema fisico qualquer, consistindo em uma adaptag¢ao evolucionaria que os
permite viver em ambientes de temperaturas variadas. Esta habilidade
também permite que a temperatura seja usada como um sinal de controle
dos processos fisiologicos, ja que, em um dado instante, o organismo esta
armazenando ou perdendo energia, a ndo ser que permaneg¢a numa
condicdo de trabalho invariavel, num ambiente absolutamente inalteravel.
Sob tais condi¢des ideais, o organismo entra em estado de equilibrio térmico
com o ambiente. Porém, a existéncia de equilibrio térmico ndo é uma
condigdo necessaria nem suficiente para que haja equilibrio de temperatura.
Isto porque a temperatura em qualquer local do organismo sera estavel
apenas se existir um equilibrio na transferéncia de calor de e para este local
(Kadzere, et al., 2002).

O estresse caldrico € definido por Silva (2000) como a forga exercida

pelos componentes do ambiente térmico sobre um organismo, causando



nele uma reacgao fisioldgica proporcional a intensidade da forga aplicada e a
capacidade do organismo em compensar os desvios causados pela forga.

Segundo Kadzere, et al., (2002), para manter a homeotermia, um
animal deve estar em equilibrio com o ambiente, que inclui radiacéo,
temperatura e movimento do ar e umidade.

Em ruminantes, ocorre uma produgao maior de calor oriundo da
digestdo de alimentos contendo forragens quando comparados com animais
que recebem alimentos ricos em concentrado (Guimaraes et al., 2001), por
este motivo, os ruminantes sob estresse de calor tendem a reduzir a
ingestao de forragem volumosa em relagao a de concentrado. O aumento na
temperatura do ar também afeta a ingestdo de agua dos animais (Silva,
2000). Devido a isto, animais sob estresse calorico reduzem a ingestao de
matéria seca voluntaria em aproximadamente 25% na tentativa de minimizar
a producao de calor. O aumento da freqléncia respiratéria e da ofegagao
sdo mecanismos fisioldgicos importantes para a dissipagdo de calor. No
entanto, estes mecanismos demandam gasto de energia resultando no
aumento da mantencga diaria de bovinos de leite de 7 para 25%, o que
resulta também em producéao de calor (Kadzere, et al., 2002).

Existe uma zona de conforto térmico, chamada zona termoneutra, que
pode ser entendida como a zona em que ha uma producdo minima de calor
endbégeno e onde a temperatura retal estd a niveis normais (Figura 1).
Dentro desta faixa, normalmente sao alcangados gastos fisiolégicos minimos
e maxima produtividade. Geralmente o alcance da zona termoneutra
depende de fatores como idade, espécie, ingestao de alimentos, composi¢cao
da dieta, adaptacao prévia, producdo, habitacdo especifica e condi¢coes de
confinamento, isolamento de tecidos (gordura, pele), isolamento externo e
do comportamento do animal (Kadzere, et al., 2002).

Um animal homeotérmico sera capaz de manter relativamente estavel
sua temperatura interna, dentro dos limites estabelecidos de temperatura

ambiente. Na Figura 1 estes limites sdo h; e hg, respectivamente.
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Figura 1: Esquema mostrando o relacionamento da taxa de temperatura corporal do animal,
com a produgdo de calor e com a temperatura ambiental (Silva, 2000).

Para a producédo de leite, estes limites estdo entre 5°C e 21°C para
vacas de raga Holandesa, sendo o limite superior ligeiramente maior para
ragas Jersey e Schwyz (24°C), e para as ragas zebuinas (29°C) (Silva,
2000). Ja de acordo com Campos, et al.,, (2004), as condicbes mais
adequadas para a criagdo de animais europeus correspondem a meédia
mensal inferior a 20° C em todos os meses e umidade relativa de 50 a 80%,
em que se conclui que o gado europeu no Brasil deva ser criado em regides
que apresentem esta condi¢cao climatica para que possam apresentar um
bom nivel de produgéo. Kadzere, et al., (2002), diz que o efeito negativo das
condicdes climaticas sobre o desempenho de vacas leiteiras € expressivo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais, causando redugdo na
ingestao de alimentos pelos ruminantes e as variagbées no ambiente térmico
induzem respostas fisioldgicas especificas no sistema digestivo, como
diminuicao no fluxo sanglineo para o rumen, redu¢ao da mobilidade ruminal
e da atividade ruminatéria.

Pesquisas com gado de leite tém se concentrado em melhoramento
genético para aumentar a produgao e no fornecimento de nutrientes para
vacas em lactagdo, mas pouca atengao tem sido dispensada a habilidade
termorregulatoria das vacas.

Srikandakumar e Jonhson, (2004), descreveram os efeitos do
estresse caldrico nas mudancas de producido de leite, temperatura retal e

ritimo respiratério em vacas leiteiras. Eles verificaram que o estresse



caldrico também modifica caracteristicas do sangue, como pH, concentragao
de CO2, HCO3, bases, cloretos, concentracdo de hemoglobinas, saturagao
por oxigénio, concentracdo de potassio e calcio, concentracdo de glicose,
creatinina fosfoquinase, aspartato aminotransferase e uréia; sendo que as
vacas de raga Holandesa e de ragas Zebuinas produtoras de leite se
mostraram mais capazes de manter o equilibrio acido-base em situacdes de
estresse caldrico do que outras ragas.

A presenga, numa populagdo, de variantes genéticas com diferentes
tolerancias as variagcbes de temperatura, por exemplo, permite uma
utilizagdo mais completa das oportunidades ambientais do que aquela que
poderia ocorrer se houvesse um genoétipo unico (Hansen, 2004). Segundo
Kadzere, et al., (2002), a espécie Bos taurus € menos adaptada aos climas
tropicais e subtropicais quentes, que os Bos indicus. Paula-Lopes, et al.,
(2003), verificaram que, embora estas diferengas genéticas reflitam
diferencas na termorregulacéo, células de ragas termotolerantes sdo menos
comprometidas pelo aumento da temperatura, do que células das racgas
termosensiveis. Os autores também constataram a existéncia de diferengas
genéticas presentes na termotolerancia de modo que as ragas Brahman e
Senepol sdo mais adaptadas a climas quentes do que Angus e Holandés.
Isto € como se forgcas evolucionarias que dominam as ragas Brahman e
Senepol, as fizessem mais adaptadas ao clima quente resultando em uma
selecao de genes controlando a resisténcia ao choque térmico celular.

Segundo estudos de Olson, et al., (2003), existem evidéncias que
mostram a existéncia de um Major Gene, designado de Slick Hair Gene,
dominante, que é responsavel por produzir um pélo muito curto e liso. Foi
observado que bovinos com pélos lisos possuem capacidade de
manutencgao da baixa temperatura retal. Existem indicagbes de que bezerros
com pélos lisos crescem rapidamente imediatamente apdés o desmame e
que o seu crescimento durante os meses frios do ano ndao € comprometido
significativamente pela reduzida quantidade de pélos.

A fisiologia termorregulatoria das vacas tem sido alterada em resposta
a selegdo genética para aumentar a producdo de leite. E, apesar do

aumento na producao de leite estar relacionado com o aumento da producéo



de calor, o grau de aumento da produgao de calor tem sido mais lento que o

da produgéao de leite (Kadzere, et al., 2002).

2.2. Parametros Fisioldgicos
2.2.1. Temperatura Retal

A manutencido da temperatura corporal é determinada pelo equilibrio
entre a perda e o0 ganho de calor, isto €, do equilibrio entre o calor produzido
pelo animal ou absorvido e o liberado para o ambiente. A referéncia
fisiologica desta variavel € obtida mediante a mensuragcdo da temperatura
retal. Esta medida é frequentemente usada como indice de adaptabilidade
fisiolégica aos ambientes quentes, pois seu aumento mostra que os
mecanismos de liberacdo de calor tomaram-se insuficientes para manter a
homeotermia (Silva, 2000).

O calor necessario para manter a temperatura corporal dos animais
deriva do metabolismo e da absorgdo da radiagao solar, direta ou indireta, e
a temperatura corporal depende do equilibrio entre o calor produzido e o
liberado para o ambiente. Fatores extrinsecos que podem atuar na variagao
da temperatura retal podem ser citados como: hora do dia, ingestado de
alimentos e de agua, estado nutricional, temperatura ambiente, densidade,
sombreamento, velocidade dos ventos, estacdo do ano, exercicio e radiagcao
solar. Fatores intrinsecos estao relacionados com condic&o individual, como
por exemplo, idade, raga, sexo e estado fisioldgico (Carvalho, 1995).

A hipertermia normalmente ocorre com a elevagao da temperatura
ambiente no verdo (Pires et al., 1998), no inicio da tarde, em constru¢des
abafadas e em pastos sem sombreamento (Lefcourt et al., 1993). Outro fator
extrinseco importante na avaliacido da temperatura retal é a capacidade de
adaptacdo do animal ao ambiente. Zebuinos adaptados aos tropicos
apresentam menores efeitos dos extremos de temperatura, se comparados
aos Taurinos, adaptados aos climas temperados (Carvalho et al., 1995).

Animais Bos taurus nascidos no Brasil, apresentaram temperatura
retal média de 38,9°C, enquanto animais Bos taurus importados, revelaram
temperatura retal de 40,5°C, evidenciando adaptacdo dos animais ao

ambiente (Carvalho et al., 1995).



2.2.2. Frequéncia Respiratoria

A freqUéncia respiratoria também esta sujeita as diversas variagdes
provocadas por inumeras causas. Alteracdes intrinsecas, caracterizadas por
respostas individuais, como exercicio fisico, medo, excitacdo, estado
fisiolégico e producdo de leite podem ser causas comuns em bovinos
(Carvalho et al., 1995). Fatores ambientais, portanto extrinsecos, como
condicdes climaticas, principalmente temperatura e umidade do ar, radiacéo
solar, velocidade dos ventos, estacdo do ano, hora do dia e sombreamento
podem afetar a frequéncia respiratéria. Sob estresse calérico a freqléncia
respiratoria comega a elevar-se antes da temperatura retal (Pires et al.,
1998).

A adaptagcao aos trépicos das ragas zebuinas também faz com que
estes animais apresentem melhores mecanismos termorregulatérios quando
comparados com animais taurinos adaptados a climas temperados. Desta
forma, animais Bos indicus nascidos no Brasil, apresentam média de 15
mov/min enquanto Bos taurus importados revelam frequéncia respiratoria de
64 mov/min e os Bos taurus nascidos no Brasil apresentam frequéncia
respiratoria de 35 mov/min, evidenciando que os animais tendem a adaptar-
se aos ambientes a que sdo submetidos também quanto aos parametros

respiratérios (Carvalho et al., 1995).

2.2.3. Temperatura de Superficie Corporal

A pele é o maior 6rgao do corpo, sendo que sua principal funcéo é a
de protecédo. Protege o organismo do calor e do frio e sua temperatura
depende, principalmente, das condicbes ambiente, de umidade, temperatura
e vento, e das condigdes fisioldgicas, como a vascularizagao e a evaporagao
pelo suor. Assim, contribui para a manutencdo da temperatura corporal
mediante trocas de calor com o ambiente em temperaturas amenas. Os
bovinos dissipam calor para o ambiente através da pele por radiagao,
condugcdo e convecgado, ou seja, ocorre a perda de calor sensivel
(Cunningham, 1999). Sob condicdes de estresse pelo calor, as perdas
sensiveis sdo diminuidas e a evaporacao torna-se o principal processo de

perda de calor (Hansen, 2004).



2.2.4. Glandulas Sudoriparas

A pele tem papel fundamental no sistema termorregulatorio dos
animais domésticos. A evaporacao € uma das formas mais importantes de
dissipacao de calor pelo aumento de temperatura corporal (ou em condi¢oes
de estresse calorico) e pode contribuir com até 85% da perda evaporativa
total de calor (Cunningham, 1999; Hansen, 2004).

A sudorese ocorre a partir de glandulas sudoriparas localizadas na
derme. Nos bovinos a sudorese termorreguladora € promovida por um tipo
denominado glandulas apdcrinas e é a principal forma de perda de calor por
evaporacao. Este tipo de glandula perde parte do material citoplasmatico
durante a secrecdo. Elas sdo também epitriquias, pois estdo sempre
associadas a um foliculo piloso (Silva, 2000). O suor excretado tem uma
composicdo idnica semelhante a do plasma. A medida que passa para a
superficie ao longo do ducto, sua composigao se altera, devido a reabsorgao
de ions. Quando ha pouca secrecdo, quase todo sodio e cloretos sao
absorvidos, seguidos pela agua. Portanto, o suor que chega a superficie da
pele é uma solugcao concentrada de uréia, potassio, acido latico e proteinas.
Quando a secregdo € abundante, ha menor absor¢cado de sddio e cloretos,
maior perda de agua e outros constituintes (Swenson e Reece, 1996).

Em ambientes quentes, a aclimatacdo aumenta a sudorese, e devido
a maior secre¢cao de aldosterona, a maior parte de sodio e cloretos é
reabsorvida antes que o suor chegue a pele (Cunningham, 1999). Varios
pesquisadores tém estudado o papel das glandulas sudoriparas dos bovinos
na termorregulacéo (Carvalho, et al., 1995).

Carvalho et al.,, (1995) Constataram uma possivel variacdo entre
racas, idade e mesmo individual, quanto a estrutura das glandulas
sudoriparas (tamanho e forma), a profundidade e a sua densidade por
unidade de area na pele. Eles observaram que bovinos Bos indicus possuem
maior numero de glandulas sudoriparas do que Bos taurus, tornando seu
sistema evaporativo mais eficiente.

Existe uma correlagdo significativa entre o numero de glandulas
sudoriparas e o potencial de produgdo de leite. A atividade das glandulas

sudoriparas também varia de acordo com a sua localizagdo no corpo dos



animais. Existe também variacdo na capacidade de perda de suor pelos
animais, de acordo com a regido do corpo, relatando taxa de sudorese mais
intensa na regido do pescoco (Silva, 2000).

O aumento da temperatura ambiente também influencia na atividade
das glandulas sudoriparas. O animal possui a habilidade de resistir ao
aumento da temperatura corporal promovendo a perda de calor pela
evaporagao da agua através da sudorese. Este é considerado um indicador
de “adaptabilidade”. Carvalho et al. (1995) observaram que bovinos Bos
indicus possuem um sistema evaporativo mais eficiente do que Bos taurus.
O que torna os rimeiros mais eficientes em perder calor, ja que, egundo
Hansen, (2004), 70-85% da perda de calor atrvés da evaporgao, é devido a

sudacéo e o restante € devido a respiracao.

2.2.5. Caracteristicas do Pelame

As caracteristicas do pelame dos bovinos estdo associadas a sua
capacidade de tolerancia as variagdes climaticas do ambiente, sendo
importantes na adaptagao dos animais ao seu ambiente fisico. O pelame dos
bovinos apresenta alteragdes estacionais que ocorrem com grande
regularidade e auxiliam o animal a preservar a termoneutralidade. Foi
verificado que a espessura do pelame aumentava entre os meses de janeiro
e setembro, caindo rapidamente no inicio do verdo em vacas da raga Jersey.
O coeficiente de herdabilidade estimado para esta caracteristica foi igual a
0,23 (Silva, 1986).

Além do comprimento e densidade dos pélos, a cor do pelame
também uma caracteristica importante envolvida no processo de tolerancia
ao calor. Os animais com superficie externa pigmentada e escura sdao mais
sujeitos ao estresse pelo calor que os de coloragao clara, apresentando
maior capacidade de absor¢do da radiagdo solar, armazenando, assim,
maior quantidade de energia térmica do que os animais que apresentam
uma capa com coloracgao clara. Esta ultima apresentaria maior reflectividade,
0 que tem levado a maioria dos pesquisadores a aceitar a vantagem
adaptativa dos pelames claros nos ambientes tropicais. O pelame branco
apresenta maior penetragcdo da radiacdo solar, sendo que a transmissao

desta radiacio pela capa depende das propriedades estruturais e fisicas do
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pelame (espessura da capa, comprimento, densidade, diametro e inclinagcao
dos pélos). A maior transmissao é proporcionada por pelames brancos, ao
passo que 0s negros, em geral, apresentam transmissdo muito baixa ou nula
(Silva, 2000).

2.3. Mapeamento de QTL

Tradicionalmente, os melhoristas trabalham as caracteristicas
quantitativas pela selegdo, usando predigdes de valores genéticos baseadas
nas observacdes fenotipicas do préprio animal e, ou, de seus parentes. A
genética quantitativa assume que as caracteristicas quantitativas sao
controladas por um grande numero de genes, cada um tendo um pequeno
efeito. Paterson (1998b) comenta que uma mudanga na teoria de “numero
virtualmente infinito de genes com pequenos efeitos” para “poucos genes
com grandes efeitos” tem sido proposta, questionada, revisada, rejeitada e
reconsiderada. Os geneticistas tém percebido que algumas pressuposi¢des
usadas para simplificar os modelos quantitativos, como igualdade dos efeitos
dos genes e aditividade da agdo génica, eram pouco provaveis e mais
precisamente descritas pelos loci de caracteristicas quantitativas (QTL, do
inglés, quantitative trait loci).

QTL séo identificados como associagbes estatisticas significativas
entre os valores genotipicos e a variabilidade fenotipica na progénie
segregante (William, 1998). Segundo Liu (1998), QTL sdo genes localizados
no genoma com efeitos genéticos aditivos, de dominancia e, ou, epistaticos,
significativos. O estabelecimento de mapas de ligagao saturados tem sido o
principal fundamento para a busca por QTL, o que tem ocorrido nos ultimos
anos. A procura por QTL € mais facil em cruzamentos entre linhas
endogamicas com grandes diferengas fenotipicas, ou seja, linhas altamente
divergentes (Lander e Botstein, 1989). Este tipo de cruzamento leva a uma
grande segregagao de QTL e marcadores na geragao F2. Experimentos
usando mapeamento de QTL sdo conduzidos visando trés objetivos basicos:
localizar genes responsaveis pela variagdo genética em fendtipos
economicamente importantes, como ponto inicial para a selegao assistida
por marcadores no melhoramento animal e vegetal; em longo prazo, realizar

a clonagem molecular dos genes de fendtipos especificos; e responder
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questdes basicas sobre os processos evolutivos (Paterson, 1998b). O uso
de marcadores genéticos para inferir sobre a arquitetura genética (numero
de genes, modos de expressao e efeitos relativos) € chamado de analise de
QTL e reflete o interesse em descrever o locus génico que contribui para a
caracteristica quantitativa (Liu, 1998).

O mapeamento de QTL € a deteccéo, a localizagdo e a estimativa do
efeito de regibes do genoma associadas a uma caracteristica de heranca
quantitativa, que demanda grande numero de animais com seu fenétipo de
interesse determinado. Este niumero depende da magnitude do efeito que se
deseja identificar, da herdabilidade da caracteristica, do delineamento
experimental escolhido, entre outros fatores. Este requisito é particularmente
limitante em bovinos, que possuem custos de produ¢do e manutengao
bastante elevados (Regitano, 2004).

O poder de deteccdo do QTL é diretamente dependente das
seqguintes caracteristicas: fragdo de recombinacéo entre o locus marcador e
o locus do QTL, numero de individuos informativos para o marcador
(heterozigotos), herdabilidade da caracteristica, tamanho do efeito do QTL,
frequéncia dos alelos do QTL, e a significancia estabelecida para o erro tipo
I, que consiste na probabilidade de se aceitar uma hipbtese falsa
(Guimarées, 1999).

O desenvolvimento de um mapa de ligagao saturado, que requer um
grande numero de marcadores moleculares, € um passo fundamental para a
pesquisa em gendmica. Os marcadores moleculares mais utilizados na area
gendmica sao os chamados microssatélites, ou STRs (do inglés, Single
Tandem Repeats), que sdo pequenas sequéncias repetidas de DNAde 1 a6
pares de bases e estdo distribuidos ao longo de todo o genoma e
apresentam um padrédo de heranga Mendeliano. O polimorfismo encontrado
€ devido a variagao do numero destas repeticdes que cada individuo possui.
Os marcadores microssatélites sdo os mais indicados para a detecgcao de
QTL devido ao grande numero existente, a posicédo conhecida no mapa e ao
elevado indice de heterozigosidade (Machado e Martinez, 2001). As
repeticbes s&o, na maioria das vezes, de dois a dois, ou seja,

dinucleotideos. Estes marcadores podem estar localizados dentro ou
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préximo de um gene, porém, a maioria deles esta localizada em segmentos
isolados de DNA.

A detecgado de QTL requer trés estagios essenciais: a coleta acurada
de dados fenotipicos dentro da populacdo desenvolvida; a coleta acurada
dos dados de gendtipo da populacdo por meio de marcadores moleculares;
e a analise estatistica correlacionando os dados de gendtipos refletindo a
organizacgao da populacéo e sua estrutura. A reagao de PCR ¢é utilizada para
a detecgdo do polimorfismo através da diferencas nos tamanhos dos
produtos de amplificagcdo submetidos a eletroforese, que pode ser em géis
de agarose ou acrilamida, ou em equipamentos que fazem,
automaticamente, analises de fragmentos de DNA.

Embora qualquer estrutura de populagcdo possa ser usada para
mapear marcadores polimorficos, a escolha do delineamento a ser usado
deve levar em consideragao os aspectos bioldgicos, econdmicos, genéticos
e estatisticos. As consideragbes genéticas estdo associadas com o0s
parametros genéticos que se deseja estimar, por exemplo, o delineamento
F2 permite estimar relacdes de dominancia, ja o retrocruzamento ndo. E
muito importante que os progenitores sejam os mais heterozigotos e a
progénie em maior numero possivel, permitindo assim tragar relagdes entre
os marcadores polimorficos e as caracteristicas de interesse detectaveis
(Soller, 1978). Os delineamentos experimentais mais utilizados na detecgao

de QTL podem ser vistos na Figura 2.
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| Delioneamentos Experimentais |

PopulagBes endogimicas Populagies exogimicas

| Retrocruzamento F ﬁ Delineattiento de filhas ‘
| Crozamento Teste I— —| Delineamento de pares de itmdos
| Duplo haploide I— —{ Delineamento de netas ‘

| Linhagens endog. recombinantes F :Ané.lises de populacies completas

| Linhagens svangadas intercruzadas |_

F2

Figura 2: Delineamentos experimentais mais utilizados na detecgdo de QTL (Adaptado de
Weller, 2001)

Todos os delineamentos experimentais possuem diversos elementos
em comum. Assume-se que o suposto QTL é geneticamente ligado a um
marcador, com a frequéncia de recombinacdo r. Assume-se também, a
principio, que somente dois alelos segregam na populagao, tanto para o
marcador, M, quanto para o loci do QTL, Q. Os gendtipos dos loci sao
denotados por M1M1, M1M2 e M2M2. Os gendtipos do QTL sdo denotados
por Q1Q1, Q1Q2 e Q2Q2, com efeitos esperados para a caracteristica
quantitativa de a, d e -a, respectivamente. Sendo os gendtipos parentais:
M1Q1IM1Q1 e M2Q2|M2Q2, se um individuo & heterozigoto para ambos os
loci, metade de sua progénie recebera o alelo M1 e metade o alelo M2.
Assume-se que M e Q sédo ligados com frequéncia de recombinagao igual.
Deste modo, com excegdo dos recombinantes, aquelas progénies que
receberem M1 também receberdo Q1, enquanto aqueles individuos que
receberem M2 também receberdo Q2. Assim, o efeito do QTL pode ser
detectado pela comparagdo das médias de grupos de progénies que
receberam alelos alternativos do pai heterozigoto. Os varios delineamentos
experimentais diferem nos métodos usados para criar o pai heterozigoto
para ambos os loci e cruzamentos executados (Weller, 2001).

Em geral, outras importantes pressuposigcbes sdo assumidas nas
analises, apesar de nem sempre serem rigorosamente observadas (Weller,
2001):
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e Ambos os loci, M e Q, segregam de acordo com 0s principios
Mendelianos;

e A variancia residual para a caracteristica quantitativa apresenta
distribuicdo normal;

¢ Nao ha selecio para os marcadores ou QTL,;

e Apenas um unico QTL é ligado a cada marcador ou par de
marcadores;

e Os marcadores genéticos ndo possuem efeito pleiotrépico sobre as
caracteristicas quantitativas;

e Apenas dois alelos do QTL estdo segregando na populagao;

¢ Nao hainteracao entre os alelos do QTL (dominéncia);

e Nao ha interagdo entre o QTL e outro loci (epistasia);

e N&o hainterac&o entre o QTL e outros fatores ndo-genéticos;

O QTL possui apenas efeito aditivo sobre a caracteristica

quantitativa.

Grandes familias de meio-irmaos, frequentemente utilizadas em
rebanhos de bovinos leiteiros, ou mesmo populag¢des experimentais F2, sdo
comumente utilizadas para a geracao de mapas de ligacdo. Um fator a ser
considerado € o tamanho da populagdo segregante, que deve ser o maior
possivel para possibilitar a presenca do maior numero de combinacdes
genéticas. Por esta razdo, o conjunto de familias utilizado para o
mapeamento do genoma bovino é constituido por um grande numero de
familias de irmaos completos, produzidas por multiplas ovulagdes com
transferéncia de embrides (MOET - Multiple Ovulation and Embryo Transfer)
(Bishop et al., 1994). Devido as novas técnicas de reproducao utilizadas
atualmente nos rebanhos comerciais de gado leiteiro, ja € possivel conseguir
grande numero de progénies de um mesmo touro, tornando estes rebanhos
muito uteis para o mapeamento de QTL.

O desenvolvimento de populagbes F2 (Figura 3) assim como o0s
retrocruzamentos tem sido importante ferramenta na deteccdo de QTL,
ambos utilizando progenitores que apresentam grandes diferencas
fenotipicas. O cruzamento é feito entre duas populagdes que tenham se
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fixado para diferentes alelos, ou estejam proximas da fixacdo, devido a
pressdes de selecao diferenciadas entre as duas populacdes. A producao de
populagdes F2 em bovinos é bastante trabalhosa devido ao grande intervalo
de geracdes, a necessidade de gerar um grande numero de fémeas e ao
custo para manutengcdo de toda a populagcdo. Porém este delineamento
permite a identificagdo 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 avaliados (ex:
temperamento e conversdao alimentar). Este delineamento também
possibilita a avaliagcdo de 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 utilizacdo entre os criadores (Van
Tassel et al., 2001).

M1 1 M2 o7
Linhagens Parentais - 0 _
b 1 (=5 W2 (=]
r1 ]|
F1
2 [ ]
F1 ¥ F1
FZ Parental FZ recombinante
hl-1 i1 Tl 211 Pl 1 (o] b2 a2
M i Tl 22 2 21 M1 [ e
M1 e M2 @2 M1 Q2 M1 @2
[ [ W2 (=R TR (=] [ (SR
2 Q2 M2 =1 I 2 21
2 o2 K o7 2 =1

Figura 3: Esquema do delineamento F2 utilizado para execucdo do experimento
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O delineamento experimental F2 promove o desequilibrio de ligagao
necessario para a identificacdo de QTL quando s&o cruzadas duas
subespécies, como por exemplo, Bos taurus e Bos indicus. Este
delineamento é o que oferece melhor poder de deteccido em relacdo ao
numero de animais disponiveis, quando este numero ndo € tdo expressivo.
Por este delineamento também € possivel a separagao de efeito aditivo e de
dominéncia dos QTL encontrados.

O primeiro passo para a obtencao desta populagcdo € cruzar duas
linhagens divergentes para produzir a progénie heterozigota F1. Depois
disso, a populagcdo F2 €& obtida pelo cruzamento dos individuos F1,
resultantes do cruzamento entre genitores homozigéticos. No mapeamento
de QTL a disponibilidade de informag¢des dos trés gendtipos (AA, Aa e aa)
aumenta a precisdo da estimativa dos componentes genéticos (Weller,
2001):

Ainda segundo estes mesmos autores, em gado leiteiro, ha vantagens
no mapeamento de QTL, devido ao fato de que nas fazendas ha intensa
anotacao de dados referentes a avaliagdes fenotipicas tais como medidas de
qualidade de leite, saude do animal, avaliagdes morfométricas e da anotagao
de informagdes do pedigree e de manejo, principalmente nos paises de
maior desenvolvimento. O mapeamento de QTL em animais € beneficiado
pelo reduzido tamanho efetivo da populagdo, que leva a redugao na
complexidade das caracteristicas em termos de heterogeneidade de alelos,
aliada a maior extensdo dos blocos de desequilibrio de ligagdo, em
comparagao com outras espécies.

Os QTL detectados em populagbes comerciais normalmente
correspondem a fenodtipos relacionados a caracteristicas produtivas,
caracteristicas de conformagdo ou saude. Normalmente, as populagdes
utilizadas sdo grandes familias de meio-irmaos geradas a partir do uso
extensivo da inseminacgéo artificial utilizada nos testes de progénie. Os
experimentos para detecgdo de QTL a partir de populagbes experimentais
F2 ou retrocruzamentos ocorrem em uma frequéncia menor. Esta diferenca
pode ser devido ao elevado custo para gerar, manter e fenotipar grandes
populacdes. Entretanto, os diferentes delineamentos experimentais

fornecem maior oportunidade de detectar QTL para crescimento, carcaga,
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qualidade da carne, taxa de ovulagédo e resisténcia a parasitos. Algumas
destas caracteristicas apresentam baixa herdabilidade ou sao dificeis ou
muito dispendiosas de serem mensuradas em populagdes comerciais
(Sonstegard et al., 2004).

Os primeiros mapas genéticos de bovinos foram elaborados em 1994
(Bishop et al., 1994). Um mapa mais saturado, de segunda geragdo, com
1.425 marcadores, foi produzido em 1997 (Kappes et al., 1997,
http://sol.marc.usda.gov). Em 2004, um novo mapa com 3.802
microssatélites foi publicado por lhara et al. (2004).

A detecgdo de QTL em populagbes comerciais € dificultada pelos
efeitos de ambiente e de epistasia. Devido a esta complexidade, diversas
estratégias experimentais e ferramentas estatisticas vém sendo
desenvolvidas para maximizar a probabilidade de deteccédo de QTL (Liu,
1998). Sabendo-se que a caracteristica € herdada, a detec¢cao de QTL pode
ser feita pela varredura gendmica. Isto envolve a selegdo de uma populagéo
que esteja segregando para as caracteristicas de interesse e a genotipagem
da mesma com marcadores polimorficos distribuidos ao longo de todos os
cromossomos. Métodos estatisticos como analise de varidncia e maxima
verossimilhanga s&o usados para determinar se um marcador esta
associado com alguma caracteristica fenotipica (Beckmann et al.,1988;
Lander et al., 1989).

2.4. Selecao Assistida por Marcadores

O melhoramento genético € uma alternativa eficiente e barata para a
obtencdo de animais mais tolerantes ao estresse calodrico, além de possuir
carater permanente e nao provocar danos ao ambiente. Atualmente, a
ferramenta preferida na exploracdo das informagdes a respeito de
caracteristicas de interesse econdmico € a selegao assistida por marcadores
(MAS) e muitas empresas comerciais de melhoramento animal estdo
comegando a implementar a MAS em programas de melhoramento de
rebanhos (Georges, 2001).

A informacéo direta do DNA pode ajudar a fixar um alelo especifico de
um gene de grande efeito. Pode também ser usada para assistir a selecao

de caracteristicas quantitativas, incluindo aquelas que podem ser
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selecionadas por meios tradicionais. A informacao molecular pode aumentar
a acuracia da selecdao e, portanto, a resposta a selegcdo. Assim, a
identificacdo de genes influenciando caracteristicas economicamente
importantes seguida pela MAS, pode ser empregada em conjunto com
meétodos tradicionais de selecdo para acelerar o ganho genético no
melhoramento destas caracteristicas (Plastow, 2000). O tamanho desta
resposta extra em esquemas de selegcdo assistida por marcadores (MAS)
tem sido considerado em muitos estudos tedricos. Em geral, MAS é mais
benéfica para caracteristicas com baixa herdabilidade, limitadas pelo sexo
ou ainda caracteristicas dificeis de serem mensuradas fenotipicamente
(Martinez, 2000).

Meuwissen e Goddard (1996) estudaram o impacto da MAS em
caracteristicas de qualidade de carne e reprodutivas, em que é dificil de se
obter progresso usando métodos tradicionais, e mostraram que para
caracteristicas de qualidade de carne, que sao medidas apds o abate, pode-
se obter uma resposta adicional acima de 64%. O uso da MAS, no entanto,
requer desequilibrio de ligacdo, seja na familia ou na populagédo (Fairfull,
1997).

Martinez et al., (2000) citam ainda outras inumeras vantagens que a
MAS pode trazer aos melhoristas, como o fato de touros jovens poderem ser
selecionados, para marcadores especificos, logo apds o nascimento. Desta
maneira, os animais de alto mérito genético sdo mantidos no programa,
enquanto os animais de baixo mérito genético podem ser descartados,
evitando o custo de manutencdo destes animais por varios anos. Com a
selecao assistida por marcadores, é possivel ainda, combinar QTL de duas
Ou mais ragas em um unico animal que ira possuir todas as caracteristicas
combinadas.

Apesar das vantagens que a selegdo assistida por marcadores
possibilita, € 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 associagao
inconsistente entre marcador e caracteristica fenotipica. Quando a MAS é
comparada a selegao com base no fendtipo, pode ser mais precisa pois ndo

sofre efeito do meio ambiente, ndo é limitada a um sexo e nao requer testes
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caros ou que destruam o individuo. A MAS pode ser realizada bem cedo na
vida do individuo, reduzindo o intervalo entre geragdes e ainda pode incluir
todos os individuos, mesmo aqueles que ainda ndo nasceram, por meio da
analise do gendtipo do embrido e, assim, aumentar a intensidade de sele¢ao
(Machado e Martinez, 2001). A MAS pode também permitir a identificagao e
a rapida introgressao de alguns poucos alelos de QTL de ragas melhoradas
que aumentem a producdo em racas nativas adaptadas, ou para
transferéncia de um loci especifico associado a resisténcia das racgas
adaptadas ou nativas para as ragas melhoradas (Beckmann e Soller, 1987).
A utilizacdo de marcadores moleculares proporcionara uma maior
eficiéncia técnica e econémica dos sistemas de producéo, porém, para que a
MAS possa ser aplicada comercialmente, € necessaria a identificagdo e a
caracterizacdo de QTL no genoma, que estejam significativamente

associados a caracteres de interesse.
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3. Material e Métodos

3.1. Material Genético

Foram utilizados animais pertencentes a Embrapa Gado de Leite. A
populacao formada foi baseada no delineamento experimental F2 utilizando
o0 cruzamento entre animais das ragas Holandesa e Gir. Esta populacao
pertence ao projeto de mapeamento do genoma bovino, ainda em
andamento na Empresa. Ele visa detectar QTL e, posteriormente, genes que
possam estar presentes na regido do QTL, relacionados com caracteristicas
de importancia econémica.

Vinte e sete fémeas Gir pertencentes a Embrapa foram inseminadas
com sémen importado de quatro touros de raca Holandesa, produzindo 150
individuos F1. Foram utilizadas, para a formagao desta populagdo, as
técnicas de inseminacéao artificial e multipla ovulagdo com transferéncia de
embrides (MOET). Dos 150 animais F1, apenas cinco machos foram
escolhidos para formarem a geracdo de F2. Sessenta e sete fémeas F1
foram escolhidas e cada uma delas foi acasalada com um dos cinco touros,
para constituirem cinco familias, evitando-se parentesco entre o reprodutor e
as fémeas a ele designadas. Cada uma das familias produziu, por meio da
técnica MOET, aproximadamente 80 animais F2. At¢ o momento da
elaboragdo deste trabalho, havia sido extraido material genético de 376
individuos F2, estando dentro do recomendado por Beckman e Soller (1988)
para se ter sucesso na detecgéo de ligagdo entre o marcador molecular e o
QTL.

3.2. Avaliacéo para Resisténcia ao Estresse Caldrico

3.2.1. Local do Experimento

O trabalho experimental foi realizado no Campo Experimental Santa
Mébnica (CESM), pertencente a Embrapa Gado de Leite, localizada no distrito
de Bardo de Juparana, municipio de Valenca, Estado do Rio de Janeiro,

situado a 22°21 ‘de latitude sul e 43°42’ de longitude oeste, a uma altitude
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meédia de 364m. Parte do experimento utilizou uma camara climatica com
controle de temperatura e umidade relativa do ar, com capacidade para

cinco animais.

3.2.2. Animais

Foram utilizados 315 animais da geracdo F2 em cada estagao, para
as analises de resisténcia ao estresse caldrico. Os animais foram avaliados
em lotes formados com idade entre 14 e 20 meses. Eles permaneceram em
piquetes com Brachiaria decumbens contendo cocho para sal mineral e
agua, sendo seus fornecimentos ad libitum. Durante o periodo de alocacgao
dos animais dentro da cadmara climatica, estes eram trazidos dos piquetes no
dia anterior a avaliagdo e colocados em local proximo a camara bioclimatica.

No periodo em que os animais permaneceram dentro da camara
climatica, nao foram fornecidos agua ou alimentos para reduzir seus efeitos
nas respostas fisioldgicas. Estas condi¢cdes foram citadas por McDowell
(1972) como adequadas, por permitir uma resposta mensuravel para todos
os animais. Este manejo foi repetido com intervalo de aproximadamente seis

meses, focalizando-se as estagdes de verao e inverno.

3.2.3. Coleta de Dados

As coletas de dados foram realizadas em duas etapas, fora e dentro
da camara climatica, e em duas épocas do ano: inverno e verdo. Para a
avaliacao de todos os animais nos dois periodos, foi necessario um intervalo
de cerca de um ano.

Na tarde anterior ao dia da avaliagdo, os animais eram alocados na
camara climatica (Fig. 4) em condi¢cdes de termoneutralidade (temperatura
de 22°C e 70% de umidade relativa), onde permaneceram por um periodo
de 12 horas.
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Figura 4: Camara climatica utilizada para avaliagdo dos animais

Na manhd do dia da avaliagdgo (6:00 h), em condicdo de
termoneutralidade, os dados foram coletados seguindo-se o esquema
descrito na Tabela 1. Apds as coletas, os equipamentos eram ajustados
modificando-se a temperatura para 42°C e 60% de umidade relativa. A
temperatura e a umidade do ar dentro da sala foram registradas colocando-
se termdmetro de bulbo seco e de bulbo umido e termémetro de globo negro
em trés pontos distintos dentro da camara, para caracterizar o ambiente
térmico dentro da sala durante o periodo experimental. O primeiro ponto se
localizava perto da porta, o segundo proximo ao cocho e o terceiro no fundo
da sala. Quando os termb&metros atingiam os valores pré-determinados
(10:00 horas), iniciava-se a contagem do tempo para que o0s animais
permanecessem por um periodo de seis horas. Apds as seis horas de
permanéncia, procedia-se a segunda coleta, referente a condicdo de

estresse.
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Tabela 1: Esquema de execugao das coletas dos dados fenotipicos fora e dentro da camara
climatica.

Antes da avaliagéo Manha Tarde
Tarde do dia anterior ~ . s . Tarde do diada
(18:00h) Manhd do dia da avaliac&o (6:00h) avaliacio (16:00h)

¢ Verificagdo dos equipamentos

e Contencado dos animais. * Verificagdo dos

equipamentos.

¢ Alocacgao dos e Temperatura retal coletador 1. « Contencio dos
animais dentro da e Temperatura de superficie animaisg
camara climatica. corporal. . Temperétura retal
e Acionamento dos e Temperatura retal Coletador 2. coletador 1
equipamentos. e Freqiiéncia respiratoria . Temperatur.a de
« Verificagdo dos Coletadores 1 e 2. superficie corporal
equipamentos. ¢ Acionamento dos equipamentos. « Temperatura retal '
e Camara climatica ¢ Verificagdo dos equipamentos.

coletador 2.
e Taxa de sudacgao.
e Freqliéncia

ajustada para
temperatura de

22°C e 70% de Camara climética (10:00h) NP
umidade relativa. reTptlracljtorla e
¢ Permanéncia dos » Verificagdo dos equipamentos. . S/Z?if;ao;e; doz '
animais por 12 e Camara climatica com equiparﬁentos
horas. temperatura de 42°C e 60% de '

e Equipamentos

umidade relativa. desligados.

e Permanéncia dos animais por 6
horas.

3.2.4. Caracteristicas fisiolégicas mensuradas

As caracteristicas avaliadas foram diferenca entre a temperatura retal
antes e depois da submissdo ao estresse (DifTR), diferengca entre a
temperatura da pele antes e depois da submissdo ao estresse (DifTPele),
diferenca entre a taxa de movimentos respiratérios antes e depois da
submissao ao estresse (DifMR), taxa de sudacgao (TxSud), comprimento do
pélo (CompPélo), densidade dos pélos (DensidPélo), espessura da capa
(EspessCapa) e comprimento da capa (CompCapa).

A temperatura retal, a taxa de movimentos respiratérios e a
temperatura da superficie corporal de todos os animais foram mensuradas
nos periodos da manha (antes da submissdo ao estresse calorico) e da
tarde (ap6s a submissdo ao estresse caldrico). A temperatura retal e o
movimento respiratério foram mensurados por dois examinadores distintos e
as respectivas médias foram consideradas. A temperatura retal foi obtida

com o auxilio de um termdmetro clinico digital inserido, aproximadamente, 5
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cm no reto. A frequéncia respiratéria foi mensurada pela contagem dos
movimentos do flanco cronometrados por um periodo de 15 segundos e a
média multiplicada por 4 para se obter o valor em 1 minuto. A temperatura
de superficie corporal foi mensurada em quatro pontos do corpo do animal:
cabeca, cernelha, virilha e canela, utilizando-se termdémetro infravermelho,
obtendo-se no final a média dos quatro pontos por animal.

A taxa de sudorese dos animais foi coletada apenas no periodo da
tarde, logo apds as medidas finais dos indices fisiologicos, pelo método de
cloreto de cobalto modificado por Schleger e Turner (1965). Esta variavel foi
mensurada com o auxilio de cronbmetro digital e realizada sempre pelos
mesmos examinadores por se tratar da avaliagdo subjetiva da viragem de
cor das esferas embebidas em cloreto de cobalto, de azul para rosa. A
técnica de preparo das esferas para a posterior utilizacdo na mensuragao da
taxa de sudorese consiste em: depilar uma regidao do animal de 4 X 3 cm;
limpar com alcool e secar com papel; limpar com éter e secar com papel;
fixar na pele do animal trés discos previamente imersos em cloreto de
cobalto hexahidratado a 10% e secos em estufa a 90°C até que os discos
mudem suas cores de rosa para azul; cronometrar o tempo em segundos
que cada disco leva para voltar a cor rosa e fazer a média dos trés valores.
De acordo com Silva (2000), a taxa de sudagao pode ser calculada a partir

da formula:
TS (g/m?/h) = 38446,6019 / Tempo de mudanca da cor em segundos

Na tarde anterior ao dia da coleta de dados, os animais foram
classificados de acordo com a coloragao e o tipo de pélo. Foi dada uma nota
de 1 a 6 de acordo com a coloragdo da pelagem, onde os valores mais
baixos indicam pelagem mais clara (vermelho ou amarelo claro) e valores
mais altos, pelagem mais escura (preto ou vermelho escuro). Os pélos
também foram classificados em lisos ou lanados, variando de 1 a 6, onde os
valores mais baixos indicam animais de pélos mais lisos e valores maiores,
animais de pélos lanados. Foi medida, também, a espessura da capa
externa, com o auxilio de paquimetro de precisdo, em trés locais diferentes
do corpo dos animais. Esta medida consiste na medida da espessura da

capa com os pélos acamados naturalmente. Foi medido também o
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comprimento da capa, que consiste no comprimento do pélo ainda inserido
na pele do animal.

Apods esta mensuracdo, foram obtidas amostras do pélo com o auxilio
de um alicate, segundo o método descrito por Lee (1953). Esta amostra,
obtida nos mesmos locais onde foi medida as espessuras da capa, foram
armazenadas em envelopes de plastico, para posterior contagem e
mensuracdo do comprimento dos pélos e da densidade dos mesmos,
calculada a partir do numero de pélos e da area de onde eles foram

extraidos.

3.3. Genotipagem com Marcadores Moleculares

Amostras de sangue de todos os animais: progenitores das ragas Gir
e Holandesa, progenitores F1 e animais F2, foram coletadas para a extragao
de DNA. No caso dos quatro touros progenitores de raga Holandesa, o DNA
foi extraido a partir do sémen, tendo-se em vista que o sémen foi importado.
Nos demais animais, o DNA foi extraido de amostras de sangue de
aproximadamente 10 ml, com 0,5% EDTA, que, apds passarem por um
periodo de descanso de, no minimo uma noite a 4°C, foram centrifugadas,
sendo retirado o anel de células brancas. As células do sangue foram
gradualmente desintegradas em tampao apropriado e o residuo celular
peletizado por centrifugacéo. A desintegracao foi repetida trés vezes ou até
a obtencao de um precipitado branco, que foi ressuspendido num tampao de
digestédo contendo 10 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM
NaCl, 0,02% SDS, com 0,2 mg proteinase K por amostra, e incubado a 50°C
até o dia seguinte. As proteinas foram extraidas duas vezes em
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na proporcdo 25:24:1, duas vezes em
cloroférmio:alcool isoamilico na proporcdo 24:1, e entdo precipitadas com
acetato de sodio e etanol. O DNA foi solubilizado em tampao de extragao
TE, que consiste em 10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, e congelado até a hora
do uso. Um protocolo semelhante, apenas omitindo o passo de
desintegracao das células vermelhas foi utilizado para a extragcao de DNA do
sémen.

Para a varredura do genoma, foram utilizados marcadores

microssatélites escolhidos do mapa consenso disponibilizado pelo
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MARC/USDA (Meat Animal Research Center/ United States Department of
Agriculture), no endereco: http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html.
A escolha foi baseada na sua posicdo no mapa, com distancia entre
marcadores em torno de 20 cM, multi-alelismo e minimo de 50% de
heterozigosidade. Ao todo, foram selecionados 17 marcadores
microssatélites, visando cobrir os cromossomos 10, 11 e 12.

Estes marcadores selecionados foram utilizados para a genotipagem
de 104 animais parentais e F1 e 376 animais F2. Para cada primer, foram
testadas trés concentragbes de MgCl, (1,5 mM; 2,0 mM; 2,5 mM) e pelo
menos quatro temperaturas de anelamento (TA). As reagdes constaram
basicamente de 45ng de DNA gendmico; 0,2mM de dNTPs; MgCl, definido
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 (TAMRA, HEX e FAM) objetivando a montagem de multiplex
durante as analises automaticas. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador automatico e contaram com as seguintes etapas: 94°C (30
seg), TA (30 seg), 72°C (30 seg) durante 35 ciclos e uma etapa final para
extens&o de 45 min a 72°C.

Todas as reagbes de PCR foram precipitadas utilizando 1 pL de
Acetato de Amoénia (7,5M) e 30uL de etanol 90%. As placas foram entao
centrifugadas durante 30 min. Logo apds, o etanol foi descartado e foram
adicionados 30 uL de Etanol 70%, que foram também descartados. O DNA
final foi ressuspendido em 20uL de agua.

Os produtos das amplificagdes foram detectados por eletroforese
capilar no equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Os gendtipos
foram analisados no programa Fragment Profiler (GE Healthcare). Os
gendtipos para os marcadores microssatélites foram exportados para uma

planilha no Programa Excel (Microsoft Corporation).
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3.4. Analises Estatisticas

Foi realizada uma analise da distribuicdo dos valores fenotipicos
avaliados para verificar se as mesmas seguem a distribuicdo normal,
utilizando o programa Jump (SAS System).

Foram realizados calculos da heterozigosidade (H) e conteudo de
informacao polimorfica (PIC) no programa Cervus v.2.0 (Marshall et al.,

1998), de acordo com as seguintes expressoes:

P|C:1_Zn: piz_”z_%‘ izpfp? H :1_Zn: p;
i1 i1 j=itl i1

em que: Ki é o numero de observagdes do alelo i (i=1,..., n), N é o numero
total de informacdes (2n alelos) e p; e p; sdo as informagdes de frequéncia
dos alelos i e j.

Um mapa de ligagdo para cada um dos trés cromossomos estudados
foi gerado utiizando o programa CRIMAP  disponivel em
http://compgen.rutgers.edu/multimap/crimap/index.html. Estes mapas foram
utiizados nas analises de busca por QTL que foram realizadas pelo
programa QTLExpress disponivel no enderecgo: http:/qtl.cap.ed.ac.uk
(Seaton et al., 2002), que emprega o método de regresséo por intervalo de
mapeamento, desenvolvido para analises de cruzamentos entre racas
divergentes. No modelo estatistico, assume-se que o QTL é dialélico, com
alelos alternativos fixados em cada raca parental (Haley et al., 1994). Neste
caso, como a linha 1, consiste nos animais de raga Holandesa e a linha 2,
consiste nos animais de raga Gir, considerou-se o genétipo QQ para os
animais de raga Holandesa, com efeito “a”, qq para os animais Gir, com
efeito “-a”, e Qg para os animais F1, com efeito “d”. A probabilidade de cada
individuo F2 apresentar cada um dos trés genoétipos do QTL é calculada
condicionalmente aos marcadores, a intervalos de 1 cM ao longo do
cromossomo. Essas probabilidades sado usadas para se fazer a regressao
das caracteristicas nos coeficientes aditivos e de dominancia do QTL em
estudo para cada animal. Os valores da raz&do F foram plotados e os pontos

com 0s maiores valores para a estatistica do teste foram apresentados como
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a possivel posicao do QTL. Os niveis de significancia (a = 5% ou 1%) ao
longo do cromossomo foram obtidos utilizando-se um total de 10000
permutacdes para cada caracteristica. O teste de permutacao foi executado
pelo programa QTL Express (Seaton et al., 2002). O modelo incluiu os
efeitos aditivo e de dominancia.

Para todas as variaveis, utilizou-se como efeito fixo, sexo do animal,
tipo de pélo e cor da pelagem e como co-variavel, idade a mensuragao.
Todas as caracteristicas foram avaliadas separadamente para os dados
mensurados no verao e no inverno.

O modelo utilizado pelo QTLExpress foi:

Sendo,

Yix = valor observado na caracteristica no animal |, com sexo i, cor do pélo j
e tipo de pélo k;

Si = efeito fixo do sexo i, i=1, 2;

C;= efeito fixo da cordo péloj,j=1, 2, 3, 4, 5, 6;

Ty= efeito fixo do tipo de pélo K, K=1, 2, 3, 4, 5, 6;

b(ID;, — ID) = ajustamento para a covariavel (idade & mensurac&o);

¢, = P(QQ)-P(qq) e ¢y = P(Qq)

Onde,

P(QQ) = é a probabilidade de homozigose para os gendtipos do QTL
provenientes dos animais de raga Holandesa, dado o marcador (MiM;; MjM;);

P(qq) = € a probabilidade de homozigose para os gendtipos do QTL

provenientes dos animais da raga Gir, dado o marcador (MiM;; M;M;);

P(Qq) = é a probabilidade de heterozigose para os genétipos do QTL, dado
o marcador (MiM;; M;M;);

Eiw = erro;

| = animal.
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4. Resultados e Discussao

Os dados fenotipicos foram coletados no inverno e no verao, sendo
considerado verao o periodo entre novembro de certo ano e abril do ano
seguinte, e inverno, o periodo entre maio e outubro do mesmo ano. As
analises foram entdo divididas em dois grupos, de acordo com a estagao. As
meédias para as caracteristicas avaliadas, seus respectivos desvios padrao,
valores maximos e minimos estao descritos na Tabela 2.

O programa QTLexpress pressupde, para as analises de QTL, que a
caracteristica a ser testada seja normalmente distribuida. Por isso, foram
realizados testes para distribuigdo normal utilizando o programa Jump (SAS
System), sendo as analises separadas em verdo e inverno. As
caracteristicas mostraram-se normalmente distribuidas, possibilitando que
as analises fossem feitas corretamente.

Os 17 marcadores selecionados cobriram os trés cromossomos
estudados, com intervalos de 21, 17 e 33 cM, respectivamente para os
cromossomos 10, 11 e 12. Para o cromossomo bovino 10 foram utilizados
cinco marcadores e para os cromossomos 11 e 12 foram utilizados 6
marcadores para cada um, representados na Tabela 3, juntamente com as
distancias em cM entre cada marcador, baseada no mapa do MARC/USDA
e no mapa gerado pelo programa CriMap baseado na populagao estudada.
As distancias encontradas entre os marcadores, utilizando o programa
CriMap nao foram discrepantes das fornecidas pelo MARC/USDA, exceto
para o cromossomo 12. O tamanho em cM encontrado para o0 cromossomo
10 foi 27% maior que o consenso, ja o cromossomo 11, foi apenas 2,3%
menor que o0 consenso, € o cromossomo 12, foi 86% maior que o mapa
consenso provavelmente devido ao fato deste cromossomo possuir os
marcadores de maiores percentuais de falhas de genotipagem (Tabela 3).
Porém, a ordem dos marcadores no mapa nao foi alterada. Existem mapas
de ligacao disponiveis no site do MARC/USDA para BTA 12, variando de 45
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até 125cM, o que mostra a variagdo de resultados encontrados nos

diferentes trabalhos.

Tabela 2: Média, desvio padrdo fenotipico, valores maximos e minimos para cada
caracteristica avaliada, no verao e no inverno.

Caracteristicas Média Desvio Padrdo Valor Max.  Valor Min.
Temperatura retal verao (°C) 38,06 0,48 39,40 33,25
Temperatura retal inverno (°C) 38,10 0,96 39,30 23,25
DifTR verao (°C) 2,66 0,79 5,40 0,60
DifTR inverno (°C) 2,04 0,62 3,80 0,40
Mov. Respiratérios/min verdo 17,50 5,20 44 8
Mov. Respiratérios/min inverno 16,81 4,30 46 8
DifMR verao 103,49 23,58 158 24
DifMR inverno 87,94 29,35 154 6
Temperatura da pele veréo (°C) 27,16 2,16 32,25 20,55
Temperatura da pele inverno (°C) 29,06 2,43 50,85 24,40
DifTPele veréo (°C) 16,11 4,32 23,75 6,40
DifTPele inverno (°C) 14,05 4,63 24 47 6,15
TxSud verao (g/m?/h) 268,56 115,48 651,64 66,52
TxSud inverno (g/m®h) 280,79 117,18 640,78 45,82
CompPélo verao (cm) 1,04 0,25 2,63 0,56
CompPélo inverno (cm) 1,75 0,38 3,29 0,77
EspessCapa verdo (mm) 4,80 1,18 12,33 0,83
EspessCapa inverno (mm) 4,88 1,11 8,50 1,20
CompCapa verao (cm) 1,07 0,28 2,27 0,53
CompCapa inverno (cm) 1,42 0,36 2,70 0,57
DensidPélo verzo (cm®) 173,34 51,84 412,00 67,67
DensidPélo inverno (cm®) 163,13 52,71 332,67 70,00

Temperatura retal = temperatura retal em condi¢do de termoneutralidade, DifTR = diferencga
entre a temperatura retal antes e depois da submisséo ao estresse, mov. respiratério/min =
taxa de movimentos respiratérios por minuto em condi¢do de termoneutralidade, DifMR =
diferenca entre a taxa de movimentos respiratéria antes e depois da submissao ao estresse,
Temperatura da pele = temperatura da pele em condi¢do de termoneutralidade, DifTPele =
diferenca entre a temperatura da pele antes e depois da submisséo ao estresse, TxSud =
taxa de sudagdo, CompPélo = comprimento do pélo, DensidPélo = densidade dos pélos,
EspessCapa = espessura da capa e CompCapa = comprimento da capa.
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Tabela 3: Distancia entre cada marcador representada em cM, baseado no mapa gerado
para a populagdo em estudo e no mapa do MARC/USDA.

F2 MARC/USDA
Cddigo S VY
de Distancia Posicao Distancia Posicao
trabalho entre os (€M) entre os (CM)*
marcadores (cM) marcadores (cM)*
10-1 0,00 0,00 0,00 24,70
10-2 9,80 9,80 6,92 31,62
10-3 23,80 33,60 22,28 53,90
10-4 38,70 72,30 25,11 79,01
10-5 35,50 107,80 30,39 109,39
BTA 10 107,80 107,80 84,69 118,00
11-1 0,00 0,00 0,00 14,72
11-2 27,70 27,70 20,08 34,80
11-3 12,90 40,60 15,51 50,31
11-4 19,10 59,80 19,83 70,14
11-5 24,30 84,10 27,43 97,57
11-6 15,80 99,90 19,42 116,99
BTA 11 99,90 99,90 102,26 130,00
12-1 0,00 0,00 0,00 3,06
12-2 27,00 27,00 11,30 14,36
12-3 61,50 88,50 31,94 46,30
12-4 66,30 154,80 18,57 64,88
12-5 18,50 173,30 23,37 88,25
12-6 24,80 198,20 21,09 109,34
BTA 12 198,20 198,20 106,28 109,00

*Dados retirados do site http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html em 12/01/2007

Foram estabelecidas, para cada par de primer, as condigbes 6timas
de amplificacdo, incluindo concentragdgo de MQgCl, e temperatura de
anelamento. Na Tabela 4 sdo apresentados estes valores em comparacao
com os valores de temperatura de anelamento sugeridas pelo MARC/USDA.
Os primers 12-4 e 12-6 nao funcionaram em nenhuma condi¢céo testada,

portanto foram sintetizados novos primers (12-4B e 12-6B) para substitui-los.
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Tabela 4: Temperatura de anelamento de cada primer, sugerido pelo MARC e encontrada
na Embrapa e concentragédo de MgCl, utilizada nas reagbes para cada marcador.

Temperatura Temperatura Concentragédo

Marcador \1ARc (°C)* Embrapa (°C)  MgCl, (mM)
10-1 58 54 20
10-2 58 56 1.5
10-3 58 52 20
10-4 58 52 1.5
10-5 58 54 1.5
11-1 56 o4 20
11-2 56 52 20
11-3 58 54 20
11-4 58 56 20
11-5 58 52 1.5
11-6 58 54 20
12-1 55 54 20
12-2 58 54 20
12-3 - 50 30
12-4b 60 50 3.0
12-5 55 54 20
12-6b 55 56 1.5

*Dados retirados do site http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html em 12/01/2007

Os 17 marcadores foram distribuidos em seis grupos multiplex para
eletroforese capilar no equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare),
mostrados na Tabela 5. Para a formagao destes grupos, procurou-se utilizar
primers com diferentes fluorocromos na posicdo 5 e com diferentes
tamanhos de fragmentos gerados, evitando, assim, a sobreposigcdo de
fragmentos, o que dificultaria a identificacdo dos alelos. Estes grupos foram
formados visando aumentar a velocidade das analises e otimizar os gastos

com reagentes e diminuir o tempo.
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Tabela 5: Esquema de multiplex para eletroforese.

Marcador Multiplex

10-4
11-3
10-1
10-2
10-3
11-4
10-5
11-6
12-1
12-5
11-1
11-2
11-5
12-2
12-3 5
12-4b
12-6b

Primeiramente foram analisados os gendtipos da populagéo parental,
onde foram identificados os alelos que poderiam estar presentes nas demais
populagdes (F1 e F2). Os demais alelos, nao identificados na populagéao
parental, foram retirados do bin set para facilitar o scoring, das populacdes
F1 e F2 (Figura 5). Posteriormente as analises dos gendtipos dos parentais,
seguiram as analises das populagbes F1 e F2. Os resultados gerados por
estas anadlises foram utilizados, primeiramente para o calculo da
heterozigosidade e conteudo de informagdo polimorfica (PIC) (Tabela 6).
Todos os marcadores apresentaram alto PIC (acima de 0,5) e apenas o 11-6
nao apresentou heterozigosidade alta (acima de 0,7), porém, mostrou-se
muito préximo do ideal. Com isto, todos os marcadores podem ser

considerados como altamente informativos, de acordo com Botstein (1980).
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Figura 5: Padréao eletroforético obtido com o primer 10-4. Representagao grafica obtida com
o programa Fragment Profiler onde os dados foram analisados. O animal superior é
heterozigoto (126, 128 pb); o intermediario é homozigoto (128, 128 pb) e o inferior &
heterozigoto (130, 132 pb). Os alelos 112, 114, 116, 118, 122, 124, 134, 136, 138 e 140 pb
foram eliminados do bin set que foi utilizado para analisar a populagéo F1 e F2.

Tabela 6: Heterozigosidade observada e esperada e conteudo de informagao polimorfica
(PIC) para cada marcador.

Locus H(O) H(E) PIC
10-1 0.86 0.80 0.78
10-2 0.90 0.85 0.83
10-3 0.79 0.79 0.76
10-4 0.70 0.69 0.63
10-5 0.85 0.80 0.77
11-1 0.86 0.84 0.82
11-2 0.79 0.77 0.74
11-3 0.78 0.74 0.71
11-4 0.84 0.83 0.81
11-5 0.87 0.77 0.74
11-6 0.68 0.67 0.61
12-1 0.72 0.75 0.71
12-2 0.89 0.83 0.81
12-3 0.91 0.87 0.85
12-4 0.72 0.65 0.58
12-5 0.75 0.69 0.64
12-6 0.72 0.65 0.59
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A analise dos 17 marcadores para os trés cromossomos resultou em
um total de 136 alelos, uma média de 8 alelos por marcador (Tabela 7). Na
maioria dos marcadores, o0 numero de alelos encontrados na populacédo de
animais F2 da Embrapa Gado de Leite foi menor que o numero de alelos
reportados no mapa do MARC/USDA. Isto ocorreu, muito provavelmente,
devido ao fato de que a populagcdo de animais F2 da Embrapa Gado de Leite
utilizou apenas duas ragas, Gir e Holandés, e um menor numero de animais
fundadores, enquanto o mapa do MARC é um mapa de referéncia e utiliza
varias ragas taurinas e duas Zebuinas (Bishop et al. 1994), aumentando
muito a diversidade alélica encontrada.

Tabela 7. Marcagao de cada par de primer, tamanhos minimos e maximos esperados e
encontrados, em pares de bases (pb) e numero de alelos esperados e encontrados.

. MARC* Embrapa
Par de  Marcacéao : : . .
Primer 5 Minimo Maximo N° de Minimo Maximo N°. de
(pb) (pb) alelos (pb) (pb) alelos

10-1 FAM 187 223 9 186 224 10
10-2 FAM 79 111 11 77 109 8
10-3 TAMRA 93 111 7 99 119 7
10-4 HEX 112 148 16 120 142 6
10-5 TAMRA 96 116 10 102 122 8
111 FAM 243 262 9 240 264 9
11-2 FAM 73 97 9 76 98 6
11-3 TAMRA 208 244 17 209 233 10
11-4 HEX 143 169 14 143 165 10
11-5 TAMRA 102 130 13 103 127 8
11-6 FAM 131 157 7 132 158 6
12-1 HEX 122 152 7 126 160 10
12-2 FAM 148 172 12 151 169 8
12-3 FAM 111 137 9 104 140 14
12-4b FAM 199 205 4 200 210 6
12-5 FAM 229 241 6 234 244 6
12-6b HEX 197 217 8 204 220

Total 168 Total 136

*Dados retirados do site http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html em 12/01/2007
Os tamanhos dos alelos também variaram conforme os dados do

MARC. Alguns alelos presentes na populacdo do MARC estavam ausentes

na populagdo F2 e também existem novos alelos encontrados na populagéo
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F2, ausentes no MARC. No marcador 10-1, foi encontrado um novo alelo, o
186, ja para o 10-3, trés novos alelos foram encontrados: 113, 117 e 119. O
mesmo numero de novos alelos foi encontrado no marcador 10-5: 118, 120 e
122. Ja no 11-1, os novos alelos foram 240 e 264. No marcador 12-1, foram
encontrados também trés novos alelos: 154, 156 e 160. No 12-3 foram 104,
138 e 140, no 12-4, 0 208 e 0 210 e no 12-5 apenas o 244. No total, 18
novos alelos foram encontrados. A maioria destes alelos veio dos parentais
de raca Gir e provavelmente, por isso, nao estavam presentes nos dados do
MARC, que né&o incluiram esta raca em suas analises.

Na Tabela 8 sao apresentadas as percentagens de falhas de
genotipagem nas geragdes Parental, F1 e F2, para cada marcador. Nela,
pode-se observar que os primers 12-3 e 12-6 foram os que apresentaram o
maior numero de falhas devido a dificuldades de amplificacdo destes loci,
mesmo apos varias tentativas de melhora, com modificagdes das condi¢des
de PCR.

Tabela 8: Percentagem de falhas na genotipagem nos parentais (P), F1 e F2.

% de falhas

Cédigo de trabalho

P F1 F2
10-1 0 0 4
10-2 4 5 4
10-3 0 2 11
10-4 4 3 3
10-5 4 9 6
11-1 0 5 11
11-2 4 11 9
11-3 4 3 6
11-4 4 5 4
11-5 4 9 8
11-6 13 10 10
12-1 0 2 9
12-2 0 7 6
12-3 17 5 12
12-4 4 9 10
12-5 4 2 4
12-6 17 7 11

37



O resultado das analises de associacado realizadas pelo programa
QTLExpress, mostrou a existéncia de QTL (p<0,01) para a caracteristica
CompPélo localizado a 72 cM do cromossomo 10, com os dados coletados
no verao (Tabela 9 e Figura 6). No cromossomo 11 foi encontrado um QTL
sugestivo (p<0,05) para TxSud localizado a 0 cM, com os dados coletados
no inverno (Tabela 10 e Figura 7). No cromossomo 12 foi encontrado
também um QTL sugestivo (p<0,05) para a caracteristica CompPélo
localizado a 28 cM, porém, com os dados coletados no inverno (Tabela 11 e
Figura 8).

De acordo com metodologia do programa, o efeito aditivo € dado por:
P(QQ) — P(qq) e, sabendo-se que, neste caso, P(QQ) é a probabilidade de
se ter alelos provenientes dos animais de raga Holandesa, e P(qq) é a
probabilidade de se ter alelos provenientes dos animais de raca Gir, um
valor positivo, como os que foram encontrados para todos os QTL, significa
que os animais de raca Holandesa sofrem maior variagdo nas caracteristicas
para as quais foram encontradas associagdes significantes, do que os Gir.

Para a caracteristica comprimento de pélo, isto significa que os
animais de raga Holandesa contribuem mais para o aumento do tamanho
dos pélos do que os de raga Gir. Esta contribuicdo ocorre de maneira
diferenciada no verdo e no inverno, ja que os QTL para estas duas situagoes
estdo nos cromossomos 10 e 12 respectivamente. Ja para a caracteristica
taxa de sudacdo, os animais da raga Holandesa também mostraram suar
mais que os da raga Gir, quando expostos a condicdo de estresse caldrico.
Porém, para esta ultima caracteristica, somente foi encontrada associagao
estatistica significativa dos marcadores com os dados coletados no inverno.

O efeito dos QTL (em percentagem) foi calculado da seguinte
maneira: (efeito aditivo)> / (soma do quadrado residual do modelo
reduzido)X100. Este efeito significa qual o percentual da variagédo fenotipica
que este QTL esta explicando. O efeito do QTL para CompPé&lo no veréo, no
cromossomo 10, foi 7,82%, enquanto que CompPélo no inverno, no
cromossomo 12 foi 10,21%. Ja o efeito do QTL para Txsud no inverno, no

cromossomo 11, foi 9,27%.
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Tabela 9: Estatistica F, localizagdo em cM, efeitos aditivo e de dominéncia, média da
caracteristica e efeito do QTL para as analises no inverno e verdo no cromossomo 10,
utilizando o mapa gerado pelo Programa CRIMAP.

Caracteristica = Localizagéo Ef.e?to Efe_itq de_ Efeito do

(cM) aditivo dominancia QTL (%)
DifTR Inverno 0,82 34 -0,09 -0,003 0,01
DifTR Veréo 2,46 21 0,16 -0,30 0,05
DifMR Inverno 2,13 1 6,48 -4,94 0,02
DifMR Veréo 3,63 18 4,22 -12,24 0,04
DifTPele Inverno 1,48 57 0,64 1,76 0,01
DifTPele Verao 4,62 39 1,92 0,74 0,16
TxSud Inverno 2,69 63 -28,60 -39,83 0,04
TxSud Verao 3,15 43 -27,90 -77,44 0,04
CompPélo Inv 2,40 0 0,06 -0,08 0,02
CompPélo Ver 7,07 72 0,05 0,13 0,06
EspessCapa Inv 1,05 45 -0,06 0,29 0,00
EspessCapa Ver 1,75 15 0,08 0,46 0,00
CompCapa Inv 1,99 0 0,05 -0,06 0,02
CompCapa Verao 1,27 6 0,05 -0,02 0,05
DensidPélo Inv 1,85 34 -10,77 -1,07 0,03
DensidPélo Verao 2,43 72 4,61 17,53 0,01

** p<0,01

DifTR = diferenga entre a temperatura retal antes e depois da submissao ao estresse, DifMR
= diferenga entre a taxa de movimentos respiratéria antes e depois da submissdo ao
estresse, DifTPele = diferenca entre a temperatura da pele antes e depois da submissao ao
estresse, TxSud = taxa de sudagido, CompPélo = comprimento do pélo, DensidPélo =
densidade dos pélos, EspessCapa = espessura da capa e CompCapa = comprimento da
capa.
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Figura 6: Localizagcdo do QTL para comprimento de pélo no verao, localizado a 72 cM no
cromossomo 10 e o valor do F calculado. As setas indicam a posi¢gdo dos marcadores.

Na regido onde foram encontrados os QTL sugestivos ndo foram
encontrados genes descritos influenciando quaisquer caracteristicas que
poderiam estar ligadas a resisténcia do animal ao estresse calorico. No
cromossomo 10, as regides proximas ao QTL detectado contém QTL
descritos na literatura apenas ligados a reproducéo e produgao de leite. No
inicio do cromossomo 11 ndo existem QTL descritos. E na regido do QTL
encontrado no cromossomo 12, existem apenas QTL descritos para
producao de leite. Isto ressalta a importancia de um futuro mapeamento fino
da regidao onde foram encontrados os QTL sugestivos para a detec¢do de
um possiveis genes que possam existir nos locais e sua utilizagdo nos
programas de melhoramento genético dos bovinos para a resisténcia ao

estresse calorico.
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Tabela 10: Estatistica F, localizagdo em cM, efeitos aditivo e de dominancia, média da
caracteristica e efeito do QTL para as analises no inverno e verdo no cromossomo 11,
utilizando o mapa gerado pelo Programa CRIMAP.

Caracteristica F Localizagéo Efg@to Efe.itoA dg Efeito do

(cM) aditivo dominéncia QTL (%)
DifTR Inverno 1,49 27 -0,01 0,18 0,00
DifTR Veréo 1,47 67 -0,09 -0,27 0,01
DifMR Inverno 2,38 21 0,59 13,25 0,00
DifMR Veréo 2,71 27 6,72 2,88 0,10
DifTPele Inverno 4,64 91 -0,80 2,07 0,02
DifTPele Verao 3,40 43 -1,59 0,92 0,11
TxSud Inverno 5,61* 0 32,41 28,17 0,05
TxSud Verao 3,30 96 48,10 0,80 0,12
CompPélo Inverno 1,23 40 -0,05 0,04 0,01
CompPélo Verao 2,10 88 0,01 -0,08 0,00
EspessCapa Inverno 3,94 27 0,32 -0,06 0,07
EspessCapa Verao 3,42 59 1,00 0,59 0,64
CompCapa Inverno 3,62 90 -0,05 0,11 0,02
CompCapa Verao 2,36 28 -0,07 0,01 0,09
DensidPélo Inverno 2,27 3 12,07 -6,07 0,03
DensidPélo Verao 2,04 41 -3,29 -13,95 0,01

* p<0,05

DifTR = diferenga entre a temperatura retal antes e depois da submissao ao estresse, DifMR
= diferenga entre a taxa de movimentos respiratéria antes e depois da submissdo ao
estresse, DifTPele = diferenca entre a temperatura da pele antes e depois da submissao ao
estresse, TxSud = taxa de sudagido, CompPélo = comprimento do pélo, DensidPélo =
densidade dos pélos, EspessCapa = espessura da capa e CompCapa = comprimento da
capa.
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Figura 7: Localizagdo do QTL para taxa de sudag&o no inverno, localizado a 0 cM no
cromossomo 11 e o valor do F calculado. As setas indicam a posi¢gdo dos marcadores.
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Tabela 11: Estatistica F, localizagdo em cM, efeitos aditivo e de dominancia, média da
caracteristica e efeito do QTL para as analises no inverno e verdo no cromossomo 12,
utilizando o mapa gerado pelo Programa CRIMAP.

Caracteristica F Localizagao Efeito aditivo Efeito de Efeito do

(cM) dominéncia QTL (%)
DifTR Inverno 1,37 16 -0,03 -0,21 0,00
DifTR Verdo 4,83 120 0,48 -0,61 0,44
DifMR Inverno 1,32 50 -7,46 10,13 0,04
DifMR Verao 2,24 154 -5,41 4,53 0,06
DifTPele Inverno 4,57 198 -1,23 -1,71 0,05
DifTPele Veréao 3,54 180 0,46 -2,71 0,01
TxSud Inverno 1,08 69 -22,19 -29,35 0,02
TxSud Verdo 2,10 66 44,27 -140,25 0,10
CompPélo Inverno 6,21* 28 0,10 0,11 0,06
CompPélo Verao 2,79 115 -0,01 0,27 0,01
EspessCapa Inverno 1,62 89 -0,19 -0,15 0,02
EspessCapa Verao 1,92 112 -0,58 0,20 0,22
CompCapa Inverno 2,66 198 -0,07 -0,08 0,03
CompCapa Verao 4,08 163 -0,02 0,15 0,01
DensidPélo Inverno 5,09 0 1,19 25,79 0,00
DensidPélo Verdo 5,13 0 -3,15 23,22 0,01

* p<0,05

DifTR = diferenca entre a temperatura retal antes e depois da submissao ao estresse, DiIfMIR
= diferenga entre a taxa de movimentos respiratéria antes e depois da submissdo ao
estresse, DifTPele = diferenca entre a temperatura da pele antes e depois da submissao ao
estresse, TxSud = taxa de sudagdo, CompPé&lo = comprimento do pélo, DensidPélo =
densidade dos pélos, EspessCapa = espessura da capa e CompCapa = comprimento da
capa.
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Estatistica F
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Figura 8: Localizagdo do QTL para comprimento de pélo no inverno, localizado a 28 cM

no cromossomo 12 e o valor do F calculado. As setas indicam a posicdo dos
marcadores.
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5. Conclusoes

A estratégia da varredura genémica com marcadores microssatélites
utiizando as diferengas genéticas relativas a resisténcia ao estresse
caldrico, entre as racas de Bos taurus e Bos indicus, se mostrou adequada
para a deteccao de QTL, ja que foi possivel detectar dois QTL sugestivos
(p<0,05) para as caracteristicas “comprimento de pélo no inverno” e “taxa de
sudacdo no inverno” nos cromossomos 11 e 12, respectivamente, e um QTL
(p<0,01) para a caracteristica “comprimento de pélo no verao”.

O mapeamento fino dessas regides sera necessario para o
entendimento do efeito de cada QTL e a detecgdo de genes candidatos que

poderao estar presentes nestas regides.
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