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RESUMO

PINTO, Ana Paula Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2012.
Anédlise gendmica estrutural e funcional em bovinos Holandés x Gir infestados
pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Orientador: Paulo S&vio Lopes.

Coorientadores: Simone Eliza Facioni Guimardes e Marco Antdnio Machado.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, popularmente conhecido como o carrapato
bovino, é um ectoparasita hemat6fago e monoxeno, que gera grandes prejuizos a
bovinocultura de regides tropicais e subtropicais. Sabe-se da existéncia de diferencas
qguanto a resisténcia ao carrapato entre Bos taurus e Bos indicus e que estas sdo
geneticamente herdaveis, mas 0s mecanismos envolvidos permanecem pouco
compreendidos, apesar de décadas de intensa pesquisa. A realizacdo do presente
estudo teve por objetivos: 1) identificar genes diferencialmente expressos na pele de
bovinos Holandés x Gir e relacionados com o status resisténcia/susceptibilidade ao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus; 2) mapear transcritos, derivados de duas
bibliotecas de pele de bovinos Holandés x Gir infestados por carrapato, e associar tal
informacdo aos dados de uma varredura gendmica para a deteccdo de QTL para
resisténcia ao referido parasita; 3) identificar, in silico, marcadores microssatélites e
SNP a partir das EST derivadas das citadas bibliotecas. Como né&o foram detectados
genes diferencialmente expressos a partir da técnica Northern digital, baseou-se na
anotacdo funcional dos transcritos e na sua classificacdo ontoldgica para a
identificacio de genes com  potencial influéncia sob o  status
resisténcia/susceptibilidade ao carrapato, obtendo-se um conjunto de 11 genes.
Observou-se uma maior expressdéo de MGST3, SOD1 e CYB5R1 nos animais
susceptiveis nas primeiras 24 horas apos a infestacdo e de CYB5R1, nas primeiras 48
horas. Nos animais resistentes, observou-se maior expressao de PCOLCE e CFH nas
primeiras 24 horas ap6s a infestacdo. Tal regulacdo génica indica que a infestacéo
por carrapatos induz um complexo conjunto de respostas imunologicas no
hospedeiro. A andlise dos transcritos que foram mapeados dentro dos intervalos de
confianca de QTL associados & resisténcia a carrapatos permitiu a identificacdo de
nove genes (IL-1a, DEFB, DEFB1, DEFB4A, DEFB5, DEFB7, C2C4A, BLA-DQB
e CD63) com potencial influéncia sobre o nivel de resisténcia a tal parasita. Estudos

mais aprofundados serdo necessarios para a validacdo destes genes como candidatos.
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A partir da pipeline d2cluster/CAP3/MISA, a anélise de 1.292 sequéncias Unicas
possibilitou a deteccdo de 168 microssatélites. Desconsiderando-se 0s mondmeros,
classe detectada em maior abundancia, obteve-se sucesso no desenho de primers para
19 EST-SSR, sendo que somente cinco destas referem-se a regifes transcritas a
proteinas. A mineracdo para identificacdo de SNP nas bibliotecas de cDNA foi
realizada a partir da pipeline RepeatMasker/d2cluster/CAP3/AutoSnp e a
confirmacdo dos polimorfismos foi realizada a partir da inspecao visual do arquivo
de qualidade das sequéncias. Para aumentar a redundancia do conjunto de EST,
realizou-se o procedimento de enriquecimento a partir de sequéncias depositadas em
bancos de dados. Foi possivel detectar 10 SNP a partir de apenas um contig, sendo
este formado por 27 sequéncias, possuindo 652 pb. Os resultados obtidos no
presente trabalho e apresentados nos diferentes capitulos sdo relevantes e contribuem
para um maior entendimento acerca da gendmica envolvida na resisténcia ao

carrapato bovino.



ABSTRACT

PINTO, Ana Paula Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2012.
Structural and functional genomic analysis in Holstein x Gir cattle infested by
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Adviser: Paulo Savio Lopes. Co-Advisers:

Simone Eliza Facioni Guimaraes and Marco Antonio Machado.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, the cattle tick, is a hematophagous ectoparasite
that causes extensive damage in cattle of tropical and subtropical regions. That are
differences in tick resistance between Bos taurus and Bos indicus, but the
mechanisms remain poorly understood, despite decades of intensive research. The
accomplishment of the present study had as objective: 1) to identify differentially
expressed genes that may influence the status resistance/susceptibility to
Rhipicephalus (Boophilus) microplus in the skin of Holstein x Gir cattle, 2) to map
transcripts derived from two cDNA libraries derived from Holstein x Gir skin
infested by ticks, and associate that information with data from a genome scan to
detect QTL for resistance to that parasite, 3) to identify SNP and microsatellites
markers from EST libraries derived from the cDNA libraries. As non-differentially
expressed genes were detected using the Northern Digital technique, a set of 11genes
was obtained from the analysis of the functional annotation of the transcripts and
their ontological classification. It was possible to observe an up-regulated expression
of MGST3, SOD1 and CYB5R1 in susceptible animals in the first 24 hours after
infestation and CYBB5R1 in the first 48 hours. In resistant animals, was observed an
up-regulated expression of CFH and PCOLCE in the first 24 hours after infestation.
This gene regulation indicates that the tick infestation induces a complex set of
immune responses in the host. The analysis of the transcripts mapped within the QTL
confidence intervals associated with resistance to ticks allowed the identification of
nine genes (IL-1o, DEFB, DEFB1, DEFB4A, DEFB5, DEFB7, C2C4A, BLA-DQB
and CD63) with potential influence on the level of resistance to this parasite. Further
studies are needed to validate these genes as candidates. From the pipeline
d2cluster/CAP3/MISA, analysis of 1292 unique sequences allowed the detection of
168 microsatellites. Disregarding the monomers, class detected in greatest

abundance, success was obtained in the design of 19 primers for EST-SSR, and only



five of them refer to the proteins transcribed regions. The mining for identification of
SNP in cDNA libraries was carried out from the pipeline
RepeatMasker/d2cluster/CAP3/AutoSnp and confirmation of polymorphisms was
performed from the manual analysis of the quality file of the sequences. To increase
the redundancy of the EST set, the enrichment procedure from sequences deposited
in databases was carried out. 10 SNP could be detected from only a contig, this being
composed of 27 sequences and have 652 bp. The results obtained in this study and
shown in the different chapters are relevant and contribute to more information about

the genomic involved in the resistance to cattle tick.
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INTRODUCAO GERAL

O parasita Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, popularmente conhecido como o
carrapato bovino, € um ectoparasita hemat6fago e monoxeno, que gera grandes
prejuizos & bovinocultura de regides tropicais e subtropicais. Os prejuizos causados
pelo carrapato sdo devidos a sua acdo espoliativa, gerando significativa queda na
producdo de leite e carne (Gonzales, 1995). Além disso, tais parasitas causam danos
ao couro dos bovinos, decorrentes das reagdes inflamatdrias provocadas no local de
fixacdo e sdo transmissores dos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e de
riquétsias do género Anaplasma, sendo ambos agentes etioldgicos da tristeza
parasitéria bovina.

O ciclo de vida do R. (B.) microplus pode ser dividido em duas fases: a fase
de vida livre e a fase de vida parasitaria. A primeira inicia-se quando o carrapato
fémea adulto e ingurgitado se desprende do hospedeiro e cai ao solo, onde realizara a
sua postura (Gonzales, 1995). Apds a eclosdo dos ovos e endurecimento de sua
carapaca, as larvas migram por geotropismo negativo para as extremidades da
vegetacdo, onde localizam o hospedeiro pelo odor, vibragbes, sombreamento,
estimulo visual (Waladde & Rice, 1982) e didxido de carbono expirado (Sonenshine,
1993). A fase de vida livre termina quando a larva encontra o hospedeiro, iniciando-
se assim, a fase parasitéaria.

Existem varios métodos para o controle do R. (B.) microplus, como por
exemplo, a aplicacdo de acaricidas, a utilizacdo de vacinas e a exploracdo das
diferencas genéticas para resisténcia ao carrapato existentes entre as subespécies
bovinas. No entanto, isoladamente, nenhum dos métodos disponiveis mostrou-se
suficientemente eficaz. Nesse sentido, uma estratégia a ser empregada € a utilizacéo
conjunta de mais de uma metodologia.

Diferencas nos processos de domesticacdo e selecdo contribuiram para
consideravel diferenca genotipica e fenotipica entre Bos taurus e Bos indicus. Em
geral, os animais Bos indicus s@o mais resistentes a doencas parasitarias do que 0s
animais Bos taurus, mas pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos em tal
resisténcia. Acredita-se que tal status esteja relacionado, principalmente, com

caracteristicas da resposta imune do hospedeiro frente a infestacao.



Respostas do Hospedeiro e Moléculas Farmacologicamente Ativas na Saliva do
Carrapato

O processo de alimentacdo do carrapato causa a ativacdo de respostas imunes
inatas e adaptativas no organismo do hospedeiro (Wikel e Bergman, 1997). O
sistema imune inato estd naturalmente presente nos individuos, mesmo antes da
exposicao ao agente patogénico, compondo a primeira linha de defesa do organismo.
Tal mecanismo é formado por barreiras fisicas e quimicas (epitélios e substancias
antimicrobianas produzidas na superficie epitelial), proteinas sanguineas (EX.:
proteinas constituintes do sistema complemento) e células fagociticas (EX.:
neutrofilos, macréfagos, linfocitos natural killer), atuando, geralmente, de forma
inespecifica sobre diferentes patdgenos (Abbas et al., 2003). Ressalta-se que algumas
células fagociticas, como por exemplo macréfagos e células dendriticas, expressam
em sua superficie receptores Toll-Like (TLRs), sendo tais receptores capazes de
realizar o reconhecimento especifico de antigenos (Akira et al., 2001). O sistema
imunoldgico adaptativo € induzido pelo reconhecimento especifico de antigenos,
sendo mediado pelos linfécitos B (LB), T (LT) e seus produtos, gerando memoria
adaptativa (Abbas et al., 2003).

Imediatamente ap6s o dano tecidual decorrente da introducdo das pecas
bucais do carrapato e do rompimento dos vasos sanguineos do hospedeiro, sdo
produzidos e liberados componentes que exercem o0 recrutamento de mediadores
inflamatorios humorais e celulares. A inflamacéo é classicamente caracterizada pelos
fendmenos de dor, eritema, edema e calor (Lewis, 1971), sendo estes decorrentes de
um aumento do fluxo sanguineo local, do aumento da permeabilidade capilar, do
extravasamento celular e da infiltracdo de polimorfonucleares (Merchant e Taboada,
1991). Ressalta-se que a resposta inflamatdria local, particularmente a ocorréncia de
dor e prurido, é a principal responsavel por movimentos de rejei¢do ao parasita por
parte do hospedeiro, através de estimulos de procura e remocdo mecanica do
agressor.

A leséo vascular leva a exposicao de constituintes de tecidos adjacentes, bem
como de fragmentos celulares, que, por sua vez, ativam uma série de reacOes
inflamatorias. A interagdo dos componentes do sangue com a superficie negativa da
membrana basal, associada a exposi¢do de outras biomoléculas negativamente

carregadas, oriundas de lesdo celular e o desencadeamento das respostas



hemostaticas levam a ativacdo do sistema contato ou sistema calicreinas-cininas. A
partir do referido sistema, h& geracdo de cininas, dentre as quais estd a bradicinina
(BK), caracterizada como um potente mediador algésico, podendo causar ainda
vasodilatacdo periférica, aumento da permeabilidade vascular, ativacdo de mastocitos
e macrofagos, contragdo da musculatura lisa visceral, liberagdo de autacoides e
eicosanoides (Bhoola et al., 1992).

O sistema de alimentacdo do carrapato também desencadeia a ativacdo do
sistema complemento, que consiste em um sistema em cascata, envolvido no
processo de opsonizagdo de antigenos e lise de células estranhas ao organismo
(Iturry-Yamamoto & Portinho, 2001).

Os mediadores inflamatdrios acima citados exercem ainda um potente efeito
quimiotatico, atraindo para o local da lesdo células inflamatérias. Em um primeiro
momento, as células que chegam a lesdo sdo principalmente neutréfilos, baséfilos e
mastécitos. As células apresentadoras de antigenos (APC) e os neutréfilos iniciam a
fagocitose e o desencadeamento da resposta imune adaptativa, que tera vital
importancia nos casos de parasitismo de longa duracdo, como ocorre em infestagdes
por carrapato. As células inflamatdrias e os neutréfilos iniciam a producdo de
citocinas quimiotéticas e liberam diversos mediadores que interferem na manutencéao
do parasitismo (Wikel, 1996). Entre os mediadores liberados, encontram-se a
serotonina (5-HT) e a histamina, que acentuam as condi¢bes pro-inflamatorias no
sitio de fixacdo do parasita. A 5-HT pode ainda ser responsavel por mediar a
nociocepgdo e prurido (Sommer, 2006). A histamina, além dos efeitos inflamatérios
classicos, atua diretamente no desprendimento das larvas de carrapato, além de ativar
a autolimpeza do hospedeiro (Schleger et al., 1976), via lambedura e/ou friccdo da
area afetada em superficies asperas.

Os linfdcitos constituem outro grupo de células importantes na funcéo efetora
do sistema imune contra carrapatos (Brossard e Wikel, 2004), sendo que a agdo de
tais células é dividida em resposta humoral e resposta celular. A primeira é mediada
por anticorpos secretados pelos linfocitos B (LB) e a segunda é mediada
principalmente por linfécitos T (LT), sendo ambas induzidas pelo reconhecimento
especifico de antigenos.

Para garantir sua especificidade de agdo, os linfocitos possuem receptores
antigénicos em sua superficie. Os receptores antigénicos presentes nos LT

necessitam da interacdo com antigenos ligados a moléculas de apresentacdo



antigénica, denominadas complexos de histocompatibilidade maior (MHC), os quais
estdo presentes nas células apresentadoras de antigenos (APC). Em contrapartida, 0s
receptores presentes nos LB sdo capazes de reconhecer partes livres soluveis dos
antigenos, sem necessidade de participacdo das moléculas MHC (Tizard, 2009).

Dentre as sub-populagdes funcionalmente distintas de LT estdo os LT
citotoxicos (LTc), os LT auxiliares (Th- linfocito T helper) e os LT com receptores
do tipo yd (gama/delta). Os LTc, ou LT CD8+, ao reconhecer um antigeno nao-self
em uma molécula MHC de uma determinada célula do organismo (EXx.: células
infectadas por virus ou tumorosas), libera substancias que lisam esta celula ou
mediadores que a induzem a apoptose. Os LTh, ou LT CD4+, por sua vez, controlam
a acdo das demais células do sistema imune, a partir da secrecdo de citocinas (Tizard,
2009).

As celulas Th podem diferenciar-se em Thl e Th2, caracterizando dois perfis
distintos de respostas. Na resposta Thl, h& secrecdo preferencial das interleucinas
(IL)-1, IL-2, IL-8, IL-12, interferon-gama (IFN-y) e proteina quimioatraente de
monacitos (MCP-1), gerando a ativacdo da fagocitose e dos mecanismos citotoxicos,
caracterizando assim uma resposta mediada por células. Na resposta Th2, ha
secrecdo preferencial de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, causando a
estimulacdo da producdo de anticorpos pelos LB, caracterizando uma resposta
humoral (Tizard, 2009).

Os LT v sdo linfocitos grandes, granulares, efetores do sistema imune inato,
cuja funcdo é basicamente citotoxica. Os LT yd representam aproximadamente 10-
15% dos LT circulantes em bovinos e além de sua acdo citotdxica, podem produzir
TNF-0, IL-1, IL-12 e IFN-y. Tal fato sugere que os LT y6 induzem a inflamacdo,
contribuindo para o predominio do perfil Thl da resposta imune, atuando deste modo
como peca de ligacdo entre os sistemas imune inato e adquirido (Tizard, 2009).

Os anticorpos secretados pelos LB sdo glicoproteinas denominadas
imunoglobulinas (l1g), sendo divididos em cinco classes: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM.
Os distintos isotipos se diferenciam a partir de suas propriedades bioldgicas,
localizagdes funcionais e habilidade para lidar com diferentes antigenos. A ligacéo
dos anticorpos ao patdégeno faz com que o mesmo seja neutralizado e, em seguida,

lisado por enzimas do sistema complemento ou por fagécitos (Tizard, 2009).



Além da producdo de imunoglobulinas, os LB desempenham fungéo de APC,
sendo que a importancia desta atividade pode ser confirmada pela resposta

prejudicada dos LT em animais que possuem deplecédo de células B (Tizard, 2009).

Mecanismos de Evasdo e Imunomodulacédo do Carrapato

A infestacdo por R. (B.) microplus é um potente modulador negativo do
sistema imune bovino (Inokuma et al., 1993). Demonstrou-se que o conteudo das
glandulas salivares do referido parasita possui potente atividade imunossupressora in
vitro, inibindo a proliferacdo de linfocitos e a capacidade fagocitica e oxidativa de
neutrofilos e mondcitos (Turni et al.,2002; 2004; 2007).

Sugere-se que a substancia PGE2, presente na saliva do carrapato bovino,
além de possuir atividades vasodilatadora e anti-hemostética, realca a producdo de
citocinas Th2, regulando negativamente o perfil Thi, e inibe a proliferagéo de LT
através da supressdo da producdo de IL-2 (Harris et al.; 2002). Tal substancia
também causa a supressao in vitro de mondcitos (Inokuma et al., 1994). A saliva do
carrapato bovino contém ainda lectinas, que aparentemente regulam negativamente a
resposta imune humoral (Bautista-Garfias et al., 1997), e outras proteinas que
provavelmente estdo relacionadas com a inibicdo do sistema complemento
(Willadsen e Riding, 1980; Ferreira et al., 2002).

Existem ainda relatos de que a saliva do carrapato bovino possui proteinas
ligantes de histamina (Brossard e Wikel, 2004) e de substancias capazes de hidrolisar
a bradicinina (Bastiani et al., 2002).

Variabilidade Genética da Resisténcia ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O mecanismo de resisténcia ao carrapato é um fenbmeno complexo e ainda
pouco compreendido. Apesar disso, alguns fatores foram identificados como
determinantes do grau de resisténcia ao R. (B.) microplus apresentado pelo
hospedeiro. De acordo com Teodoro et al. (2004), dentre tais fatores pode-se citar
sexo, idade, estado fisioldgico, estacdo do ano, cor da pelagem e a subespécie a qual

o0 animal pertence.



Em relacdo & subespécie, em geral, os animais Bos indicus sd&o menos
susceptiveis as infestacGes de carrapatos do que os animais Bos taurus. Tal diferenca
pode ser explicada a partir da historia evolutiva entre parasita e hospedeiro. Como o
R. (B.) microplus é originario do sudeste asiatico, o gado indiano tem convivido ha
milhares de anos com tal parasita e possivelmente evoluiu a um consideravel grau de
resisténcia. Com a difuséo do carrapato bovino para outros continentes, ocorreu o
contato deste com o gado Bos taurus, iniciando uma nova relacdo parasitaria. Os
novos hospedeiros mostraram possuir um grau de resisténcia bem menor,
possivelmente devido a falta de um contato evolutivo prévio (Tatchell, 1987).

Além da comprovada diferenca de resisténcia ao carrapato entre as
subespécies bovinas, diversos estudos evidenciaram a resisténcia diferencial entre
racas pertencentes a mesma subespécie (Riek, 1956; Utech et al., 1978; Nagar et al.,
1978) e entre individuos pertencentes a mesma raca (Utech et al., 1978).

Alguns trabalhos relatam que em sua primeira exposi¢ao aos carrapatos apos
0 nascimento, 0s bezerros mesticos zebu sdo mais resistentes que os de racgas
europeias, apresentando, pois, uma parcela de imunidade inata (O’Kelly e Spiers,
1976). No entanto, segundo outros estudos, zebuinos e taurinos destituidos de
experiéncia prévia com o carrapato sdo igualmente susceptiveis a infestacdo primaria
por larvas de R. (B.) microplus. De acordo com estes estudos, a resisténcia
apresentada por zebuinos se torna aparente somente ap06s um periodo de
susceptibilidade a infestacdo primaéria, considerando a resisténcia uma caracteristica
predominantemente adquirida (Hewetson, 1971; Wagland, 1975).

Os mecanismos de resisténcia a infestacdo sdo direcionados contra todos 0s
estagios de vida do parasita, mas sdo mais pronunciados contra a fase larval. Assim,
grande parte da resisténcia se manifesta durante as primeiras 24 horas de fixacdo do
carrapato no hospedeiro (Roberts, 1968), sendo que animais resistentes conseguem
rejeitar mais de 90% das larvas (Allen, 1994). Assim, a ocorréncia de animais
naturalmente resistentes causa um impacto na capacidade de fixacdo e alimentacdo
do carrapato, gerando redugcfes no numero de fémeas que atingem a maturidade
sexual, no peso das fémeas ingurgitadas e no numero e viabilidade dos seus ovos
(Roberts, 1968; Koudstaal et al., 1978; Willadsen, 1980).

A principio, acreditava-se que uma reagdo de hipersensibilidade do tipo | ou
imediata, sendo esta caracterizada por uma severa inflamagéo, fosse a base do

componente imunoldgico da resisténcia dos zebuinos contra infestagdes de carrapato.



Atualmente, sabe-se que tanto animais taurinos quanto zebuinos apresentam uma
reacdo de hipersensibilidade imediata em resposta a infestaces por carrapato. No
entanto, apenas 0s zebuinos que obtiveram contato prévio com o citado parasita
apresentam uma resposta secundaria, caracterizada como uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo IV ou tardia (Bechara et al., 2000), mediada por células
Thl (Brossard e Wikel, 2004).

Recentes estudos, empregando as técnicas de RT-gPCR e microarray, onde
foram comparados perfis de expressdo génica de animais previamente expostos ao
carrapato, evidenciaram uma reacao inflamatdria mais vigorosa nos animais taurinos
(Piper et al., 2008, 2009, 2010). Os perfis de células mononucleares da circulagdo
periférica, a expressdo de citoquinas e de imunoglobulinas de animais Brahman e
Holandés, previamente expostos ao carrapato, sustentam a hipotese de que enquanto
Bos taurus apresentam uma resposta fundamentalmente inflamatéria a infestagéo, os
animais Bos indicus desenvolvem uma resposta mediada por LT (Piper et al., 2009).

Em relacdo ao perfil de isotipos de imunoglobulinas apresentado pelas
diferentes subespécies bovinas, Kashino et al. (2005) observaram um aumento nos
indices de 1gG1 e 1gG2 nos animais Bos indicus, e um decréscimo dos citados
indices nos animais Bos taurus, concomitantemente a uma elevacdo dos niveis de
IgE. Tais autores concluiram que os isotipos IgG1l e 1gG2 estdo envolvidos com
relevantes mecanismos efetores do sistema imune e que o isotipo IgGE nédo €
eficiente no controle as infestacbes por carrapatos. A participacdo de
imunoglobulinas no processo de aquisicdo de resisténcia a carrapatos foi reforcada
pela observacdo de maior niamero de LB no infiltrado induzido pelo carrapato adulto
na pele de zebuinos do que na pele de taurinos previamente expostos ao parasita
(Franzin, 2009).

Em contraste aos resultados apresentados acima, Piper et al. (2009)
detectaram um maior nivel de IgG1l nos animais taurinos do que nos zebuinos e
observaram variagdes individuais no nivel de IgG2 em resposta a extratos de
diferentes antigenos de carrapato, indicando a necessidade de estudos mais

aprofundados.



Etiquetas de Sequéncias Expressas (Expressed Sequence Tags — EST)

O genoma é um elemento virtualmente estatico, ao passo que seus produtos,
representados pelos RNA mensageiros (MRNA) e proteinas, possuem um carater
dindmico, caracterizado por mudancgas continuas em resposta a estimulos internos e
externos (Greenbaum et al., 2001). Assim, plataformas de pesquisa que possibilitam
posicionar as fungdes individuais dos genes e seus produtos dentro de um contexto
global, cujas técnicas analiticas permitem avaliar os padrGes de expressdo génica e
protéica nas células e tecidos, sdo de grande valia. Nesse sentido, uma abordagem
bastante utilizada é o seqiienciamento das EST, cujo objetivo é caracterizar a
expressao temporal e local dos genes mediante a identificacdo de seus respectivos
RNAs mensageiros (NRNA).

Devido a grande instabilidade das moléculas de RNA, a estratégia utilizada
nessa modalidade de sequenciamento € a utilizagdo do principio da transcri¢do
reversa para converter o mRNA em seu DNA complementar (cDNA), que
posteriormente terd as extremidades sequenciadas. Essas pequenas sequéncias sdo
entdo analisadas por programas computacionais que tém a capacidade de identificar o
gene que lhes deu origem.

As bibliotecas de EST sdo muito importantes para os estudos de gendmica
funcional e tém sido largamente utilizadas para identificacdo de novos genes,
mapeamento e anotacdo de transcritos (Smith et al., 2001), assim como para a
construcdo de mapas comparativos (Liu et al., 2004). Além disso, as bibliotecas de
cDNA fornecem o substrato para a confecgéo das laminas de microarrays utilizadas
nos ensaios de expressdo génica (Suchyta et al., 2003).

Uma aplicacdo imediata dos resultados obtidos nestes projetos de
sequenciamento tem sido a construcdo de mapas genéticos saturados para
identificacdo de marcadores para caracteristicas quantitativas. A grande quantidade
de polimorfismos de base unica (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP)
identificada esta sendo utilizada para saturar os mapas de locos de caracteristicas
quantitativas (QTL - Quantitative Trait Loci) existentes, com o intuito de identificar
0S genes responsaveis pelas variagdes fenotipicas em bovinos (Sonstegard & Van

Tassel, 2004). Esta estratégia tem gerado um grande numero de marcadores



moleculares que estdo sendo usados para rastrear os animais portadores de alelos ou
combinacéo de alelos que aumentam a producao.
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Capitulo |

EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL NA PELE DE BOVINOS
HOLANDES X GIR INFESTADOS PELO CARRAPATO RHIPICEPHALUS
(BOOPHILUS) MICROPLUS

RESUMO

Objetivou-se, com 0 presente estudo, identificar genes relacionados com o status
resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.) microplus. Para tanto, realizou-se a analise por
RT-gPCR de 11 genes identificados em duas bibliotecas de cDNA de pele de
bovinos pertencentes a uma populacéo F2, derivada do cruzamento entre animais das
racas Holandés e Gir. Foi possivel a deteccdo de diferengas de expressdo dos genes
PCOLCE, MGST3, SOD1, CYB5R1 e CFH, entre amostras de pele de animais
resistentes e susceptiveis ao carrapato, sob infestacdo pelo referido parasita.
Observou-se uma maior expressdo de MGST3, SOD1 e CYB5R1 nos animais
susceptiveis nas primeiras 24 horas apos a infestacdo e de CYB5R1, nas primeiras 48
horas. Nos animais resistentes, observou-se maior expressdo de PCOLCE e CFH nas
primeiras 24 horas ap6s a infestacdo. Tal regulacdo génica indica que a infestacdo
por carrapatos induz um complexo conjunto de respostas imunoldgicas no

hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVE: RT-gPCR, Bos taurus, Bos indicus, carrapato, pele

ABSTRACT

The accomplishment of the present study had as objective to identify genes related to
the resistance/susceptibility to R. (B.) microplus. Thus, was carried out a RT-gPCR
analysis of 11genes identified in two skin cDNA libraries of cattle of a F2 population
derived from crosses between animals Gir and Holstein. It was possible to identify
expression differences of PCOLCE, MGST3, SOD1, CYB5R1 and CFH between
skin samples taken from resistant and susceptible animals, under infestation by the
tick. It was possible to observe an up-regulated expression of MGST3, SOD1 and
CYBS5RL in susceptible animals in the first 24 hours after infestation and CYB5R1 in
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the first 48 hours. In resistant animals, was observed an up-regulated expression of
CFH and PCOLCE in the first 24 hours after infestation. This gene regulation
indicates that the tick infestation induces a complex set of immune responses in the
host.

KEY WORDS: RT-qPCR, Bos taurus, Bos indicus, tick, skin

INTRODUCAO

As perdas causadas pela infestagdo por Riphicephalus (Boophilus) microplus,
0 carrapato bovino, acarretam um grande impacto na bovinocultura brasileira. Os
prejuizos causados pelos carrapatos sdo devidos a perda de peso, baixa eficiéncia
alimentar, perdas na qualidade do couro, toxicoses, lesdes da pele, anemia e
transmissdao dos agentes etiologicos da tristeza parasitaria bovina (Gonzales, 1975;
Cordoves, 1997).

Existem varios métodos para o controle do R. (B.) microplus, como por
exemplo, a aplicagcdo de acaricidas, a utilizagdo de vacinas e a exploragdo das
diferencas genéticas para resisténcia ao carrapato existentes entre as subespécies
bovinas. No entanto, isoladamente, nenhum dos métodos disponiveis mostrou-se
suficientemente eficaz. Nesse sentido, uma estratégia a ser empregada € a utilizacéo
conjunta de mais de uma metodologia.

Diferencas nos processos de domesticacdo e selecdo contribuiram para uma
consideravel diferenca genotipica e fenotipica entre Bos taurus e Bos indicus. Em
geral, os animais Bos indicus sdo mais resistentes a doencas parasitarias do que o0s
animais Bos taurus, mas pouco se conhece sobre 0s mecanismos envolvidos em tal
resisténcia, no entanto, sabe-se que esta € geneticamente herdavel e, geralmente,
mediada imunologicamente. A identificacdo de tais mecanismos é essencial para o
desenvolvimento de marcadores preditivos para resisténcia, auxiliando também no
desenvolvimento de vacinas que possibilitem uma eficiente imunizacao.

Objetivou-se com o presente estudo, identificar genes diferencialmente
expressos na pele de bovinos F2 (Holandés x Gir) relacionados com o status
resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.) microplus. Para tanto, realizou-se um ensaio de

RT-gqPCR, sendo esta a técnica mais comumente utilizada para a caracterizagédo e
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confirmacdo de padrdes de expressdo génica e comparacdo dos niveis de mMRNA em
diferentes amostras, devido & sua alta sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez e

facilidade de uso.

MATERIAL E METODOS

Populagdo Experimental

Foram utilizados animais pertencentes a uma populacdo F2, desenvolvida
pela Embrapa Gado de Leite, derivada do cruzamento entre quatro machos da raca
Holandesa e 27 fémeas da raga Gir. A formacéo detalhada da populacédo foi descrita
por Machado et al. (2010).

Anélises de Bioinformatica
Conjunto de EST

As EST utilizadas no presente estudo séo provenientes de duas bibliotecas de
cDNA construidas a partir de amostras de pele de bovinos pertencentes a geracdo F2
da populacdo experimental e classificados como resistentes ou susceptiveis ao R. (B.)
microplus, apés infestacdo artificial pelo referido parasita. A metodologia detalhada
para a construgéo e sequenciamento das bibliotecas foi descrita por Nascimento et al.
(2011).

Identificacdo de Genes Diferencialmente Expressos

As EST foram clusterizadas e montadas em contigs, utilizando-se o software
CAP3 (Huang e Madan, 1999), considerando-se similaridade minima de 80% em
fragmentos acima de 40 pb. As EST que ndo formaram contigs foram denominadas
singletons, sendo que o conjunto formado entre contigs e singletons foi denominado
conjunto de sequéncias unicas. O numero de EST presentes em cada contig foi
determinado e utilizado para a construcdo de uma tabela para analises posteriores. A
anotacdo funcional do conjunto de sequéncias unicas foi realizada com o auxilio do
programa BLASTX (Altschul et al., 1990), contra o banco de dados de transcritos
SwissProt, considerando-se e-value < 1E-5.

A existéncia de expressdo génica diferencial entre as bibliotecas de cDNA foi
verificada a partir da comparacao dos perfis de expressao génica digital, técnica esta
conhecida como Northern digital (Audic & Claverie, 1997). A partir desta
metodologia, considera-se que o nimero de tags é proporcional a abundancia dos

transcritos correspondentes no tecido ou célula utilizados para a construgédo da
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biblioteca de cDNA. Para verificar a variacdo na frequéncia relativa das EST,
informagdes acerca do nimero de EST por contig e os IDs correspondentes foram
submetidos ao software estatistico IDEG6 (Romualdi et al., 2003), possibilitando a
implementacdo de comparacGes par a par, a partir da estatistica AC (Audic and
Claverie, 1997), teste exato de Fisher 2x2 e teste Chi’ 2x2 e de comparagdes
maltiplas, a partir da estatistica R (Stekel et al., 2000), estatistica GT (Greller &
Tobin, 1999), e do teste Chi® generalizado. Para cada teste realizado, o limiar de
significancia associado (P < 0,05) foi aplicado considerando-se a protecdo de

Bonferroni.

Anélise de Redes Génicas

Contigs e singletons foram utilizados para a determinacao da ontologia génica
(GO) funcional, identificacdo de mecanismos, vias e funcbes representados nas
bibliotecas de cDNA, a partir do software TOPPCLUSTER (Kaimal et al., 2010). A
visualizacdo e a edicdo das vias identificadas foram realizadas a partir do aplicativo

Cytoscape.

PCR Quantitativo em Tempo Real
Animais e Tratamentos

Os animais da geracdo F2 da populacédo experimental foram avaliados quanto
a resisténcia a carrapatos e ordenados de acordo com o seu valor genético. Assim,
trés animais dentre os com menores valores genéticos (resistentes) e trés animais
dentre os com maiores valores genéticos (susceptiveis) foram utilizados no presente
estudo. A metodologia utilizada para as avaliagdes foi descrita por Nascimento et al.
(2011).
Infestacdo e Coleta das Amostras

Os animais selecionados receberam banhos de carrapaticida e sarnicida 21 e
14 dias antes da infestacdo, sendo desde entdo mantidos em baias individuais com
piso de cimento até o dia da infestacg&o.

Cerca de 20.000 larvas do carrapato R. (B.) microplus foram colocadas sobre
a regido do lombo dos animais. Amostras de pele, com aproximadamente 8 mm de
didmetro, foram coletadas da regido da garupa, antes da infestacdo e 24 e 48 horas
ap6s a infestacdo. Para a conservacdo do RNA intacto, as amostras foram

imediatamente imergidas em RNA later (Ambion, Inc), acondicionadas por no
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minimo 24 horas a temperatura de 4 — 8°C sendo, entdo, congeladas a -20°C até o
momento de extragdo de RNA.
Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

O RNA total foi isolado das amostras de pele utilizando-se 0 RNeasy® Mini
Kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
A concentracéo total do RNA foi estimada em espectrofotdbmetro NanoVue Plus TM
(GE Healthcare) e a qualidade do RNA extraido foi verificada a partir do
equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc.), utilizando-se o Agilent
RNA 6000 Nano Kit.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o SuperScript™ Il First-
Strand Synthesis SuperMix for RT-QPCR  (Invitrogen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo total do cDNA foi estimada em
espectrofotdmetro NanoVue Plus TM (GE Healthcare).

Reac0es de RT-gPCR

Os primers utilizados para a amplificacdo dos genes (Tabela 1) foram
desenhados com base nas sequéncias de nucleotideos correspondentes depositadas no
GeneBank. Para tanto, utilizou-se os programas PrimerQuest e PrimerBlast,
disponibilizados por Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, 1A) e NCBI,
respectivamente.

As reacdes de RT-gPCR foram feitas em termociclador ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems PCR (Applied Biosystems), utilizando GoTaq® gPCR
Master Mix (Promega Corporation). Basicamente as reacOes de amplificacdo
consistiram em: 95°C por 2 minutos, ciclos de amplificacdo de 95 °C por 15
segundos e extensdo por 60 segundos. Ao final dos ciclos de amplificacdo, um passo
adicional com elevacdo gradual da temperatura de 60°C a 95°C foi utilizado para a
obtenc¢&o da curva de dissociacdo. As amplificacdes foram feitas em diferentes pocos
e em duplicatas técnicas (Livak & Schmittigen, 2001).
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Tabela 1. Genes utilizados nas analises de RT-gPCR, sequéncia de nucleotideos dos

primers correspondentes, nimero de acesso no GeneBank e tamanho do amplicon

gerado.
Sequéncia de Nucleotidos Tamanho do
GENE a 5 3) Acesso Amplicon’

COL1Al1 F: AAAGATGGACTCAATGGTCTCC NM _001034039.1 150
R: CAGGAAGCTCAAGTCGTAGC

CCL27 F:TTTCCCCTGGCTGCGCATGTGG XM_002689812.1 91
R: ACAGCTCATCAGGCCCCGCAGA

LAMA4 F: GATACAATCCCAGCCCCTC NM_001205965.1 144
R: TGATTCCACTGACAGCTTCG

DMKN F: TGTGTTGTGGACCGTTTGTGTCGCA NM 001082463.1 149
R: CCAGAGTTCTGTATCCAGGGCGGCA

CFH F: GTGTTGTGGACCGTTTGTGTCGCA NM _001033936.1 150
R: CCCCAGAGTTCTGTATCCAGGGCGG

PCOLCE F: AGGGAACCCTGACCACGCCCAA NM _001045888.1 80
R: GGGCGCGATGATGTGCCAGGAA

CYB5R1 F: AGGAACCTGGGAATGATTGC NM _001034518.1 130
R: TGTCCTTTTCAGTCTGGTTGG

PHGDH F: TGCACTGGACGTGTTCAC NM_001035017.1 141
R: ACAAACTGGAGGGCGATC

SOD1 F: GTGTTGCCATCGTGGATATTG NM 174615.2 141
R: CGTTGCCAGTCTTTGTACTTTC

GLRX  F:CTGGTCGGTCAGCCGCAGCTTT NM_001037604.1 89
R: CGAACGCTTGAGCCATGCTGCC

MGST3 F: TCTGGCTTGGGCTTGGCCTGGA NM_001035046.1 101
R: ATGAAGCTCAGGGCTCCCCGCT

GAPDH? F: GTGAAGGTCGGAGTGAACG NM _001034034.1 149

R:

TGGGTGGAATCATACTGGAAC

COL1AL - coléageno tipo I, alfa I; CCL27 - quimiocina (C-C motif) ligante 27;
LAMAA4 - laminina 4; DMKN - dermoquina; CFH - fator F do sistema complemento;
PCOLCE - procoladgeno C-endopeptidase enhancer 1; CYB5R1: citocromo B5
redutase 1; PHGDH - 3-3-fosfoglicerato desidrogenase; SOD1 - superoxido
dismutase; GLRX - glutaredoxina (tiotransferase); MGST3 - microssomal glutationa
S-transferase 3; GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

1 Tamanho do amplicon em nimero de nucleotideos

2 Controle enddégeno

A eficiéncia de amplificacdo de cada gene foi calculada para a escolha da
melhor combinacéo entre as concentracdes de primer e cDNA. Para tanto, estimou-se
o0 slope da regressao linear estabelecida entre o logyy da concentracdo de cDNA
utilizada (5, 15 e 45 ng/uL) e o valor de Ct obtido para cada concentracdo de primer

(100, 200 e 400 nM). Assim, a eficiéncia foi calculada a partir da seguinte formula
(Pfaffl, 2001):
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-1
E= (mﬂm) -1

Anélises Estatisticas

As diferengas de expressao génica foram avaliadas em contrastes formados
pela combinacdo entre os grupos fenotipicos (resistente - R e susceptivel - S) e o
tempo da coleta do tecido em relacdo a infestacdo (Oh, 24h e 48h). Assim, foram
avaliados os seguintes contrastes: entre os diferentes grupos fenotipicos de acordo
com o tempo da coleta do tecido em relacdo a infestacdo (ROxSO, R24xS24 e
R48xS48) e dentro do mesmo grupo fenotipico, considerando-se diferentes tempos
de coleta do tecido em relacdo a infestacdo (ROXR24, ROXR48, R24xR48, S0xS24,
S0xS48, S24xS48). O valor da diferenca de expressdo a ser apresentado € do
segundo grupo em relacdo ao primeiro.

As diferencas de expressao entre os tratamentos foram identificadas a partir
da anélise dos valores de Ct obtidos ao fim das reacfes de RT-QPCR, com o auxilio
do programa REST 2009 (Pfaffl et al., 2002).

RESULTADOS

Identificacdo de Genes Diferencialmente Expressos

O programa CAP3 foi utilizado para agrupar, simultaneamente, EST oriundas
das duas bibliotecas que possuissem sequéncias sobrepostas, formando assim, uma
sequéncia consenso para cada contig. Cada EST presente em um mesmo contig foi
considerada uma copia da sequéncia génica do mesmo transcrito. O conjunto de
1.292 sequéncias Unicas, representando possiveis transcritos bovinos, foi formado
por 458 contigs e 834 singletons. Posteriormente, realizou-se o alinhamento dos
contigs contra o banco de dados SwissProt, a partir do programa BlastX. As
informacdes acerca do nimero de EST por contig e os IDs correspondentes foram
submetidos ao software estatistico IDEG6 (Romualdi et al., 2003). N&o foram
encontrados genes diferencialmente expressos. Frente a este resultado, para a
identificacio de genes com potencial influéncia sob o  status
resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.) microplus, realizou-se a anotacdo das

sequéncias Unicas em categorias funcionais.

20



Classificagdo Funcional e Analise de Redes Génicas

Realizou-se a determinacdo das fungdes moleculares, processos bioldgicos e
componentes celulares representados nas bibliotecas de cDNA, a partir do aplicativo
TOPPCLUSTER (Kaimal et al.,, 2010). Com base na anotacdo funcional dos
transcritos e a sua classificagdo ontoldgica, foi possivel obter uma lista de 11 genes
com potencial influéncia sob o status resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.)
microplus (Tabela 2). Dentre os 11 genes selecionados, 10 (COL1Al, CCL27,
LAMA4, DMKN, PCOLCE, CYB5R1, PHGDH, SOD1, GLRX, MGST3) puderam
ser agrupados em uma Unica rede génica (Figura 1) a partir de cinco sub-redes
(atividade estrutural, matriz extracelular, quimiotaxia, processo de oxidacao-reducéo

e atividade de oxidoredutase).
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Tabela 2: Processo biolégico, fungdo molecular e componente celular dos genes com potencial influéncia sob o status

resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.) microplus.

GENE GO: Processo Bioldgico

GO: Funcéo Molecular

GO: Componente
Celular

COL1A1 Desenvolvimento da epiderme
Quimiotaxia
CCL27  Quimiotaxia
LAMA4 Constituinte estrutural da matriz extracelular

DMKN

CFH Ativacdo da via alternativa do complemento
Ativacdo da resposta imune
Resposta imune humoral
Resposta imune inata

PCOLCE Desenvolvimento de organismos multicelulares

CYB5R1 Processo de oxidagdo-redugéo
PHGDH Processo de oxidacdo-reducgéo
SOD1 Processo de oxidagdo-reducéo

GLRX Processo de oxidagdo-reducéo

Atividade estrutural

Atividade de quimiocina
Atividade estrutural

Atividade estrutural

Ativacéo de peptidase

Atividade de oxidoredutase
Atividade de oxidoredutase
Atividade de oxidoredutase

Atividade de oxidoredutase

MGST3  Producéo de leucotrieno envolvidos em processos inflamatorios Atividade de oxidoredutase

Espaco extracelular
Matriz extracelular
Espaco extracelular
Espaco extracelular
Matriz extracelular
Regido extracelular
Espaco extracelular

Espaco extracelular
Matriz extracelular

Mitocondria
Citoplasma
Espaco extracelular
Matriz extracelular
Mitocondria

Reticulo
Endoplasmatico

COL1AL - colageno tipo I, alfa I; CCL27 - quimiocina (C-C motif) ligante 27; LAMAA4 - laminina 4; DMKN - dermoquina; CFH - fator
F do sistema complemento; PCOLCE - procolageno C-endopeptidase enhancer 1; CYB5RL1: citocromo B5 redutase 1; PHGDH - 3-3-
fosfoglicerato desidrogenase; SOD1 - superoxido dismutase; GLRX - glutaredoxina (tiotransferase); MGST3 - microssomal glutationa

S-transferase 3

22



B
Figura 1 - Rede génica funcional e suas interacdes. Os nimeros representam os genes: CCL27 (1), COL1A1 (2), DMKN (3), MGST3 (4),

CYB5R1 (5), PHGDH (6), GLRX (7), SOD1 (8), PCOLCE (9), LAMA4 (10). As letras representam as sub-redes: quimiotaxia (A),
atividade estrutural (B), matriz extracelular (C), processo de oxidacdo-reducédo (D), atividade oxidoredutase (E).
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Apesar de CFH ndo estar associado a rede génica representada na Figura 1,
foi mantido nas anélises subsequentes, pois sabe-se que o0 sistema complemento esta
envolvido no processo de resisténcia a carrapatos (Wikel & Allen, 1978; Allen,
1989; Brossard & Wikel, 1997).

PCR Quantitativo em Tempo Real

Para verificar a influéncia exercida pelos 11 genes identificados com base na
anotacdo funcional e classificacdo ontoldgica dos transcritos derivados das
bibliotecas de cDNA no status resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.) microplus,
comparou-se 0 nivel de expressdo génica destes entre amostras de pele de animais
resistentes e susceptiveis ao referido parasita sob infestacdo. Os contrastes avaliados
foram formados pela combinacdo entre os grupos fenotipicos (resistente e
susceptivel) e os diferentes tempos da coleta do tecido em relacdo a infestagdo (Oh,
24h e 48h).

Utilizou-se como controle endégeno o gene GAPDH (Domingues, 2011). As
eficiéncias de amplificacdo entre o gene alvo e o controle enddgeno foram
aproximadamente iguais, com tolerancia de 10% de variacdo, tal como descrito por
Livak & Schmittgen (2001). As concentracfes de oligonucleotideos iniciadores e de

cDNA utilizados nas reacdes de amplificacdo estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Condic¢des de amplificacdo dos genes utilizados na analise de RT-qPCR.

3 3 ) Temperatura

Gene Concentragéo Concentracao Numero de de Extensiio
de Primer (hM)  de cDNA (ng) ciclos )
PCOLCE 100 25 40 60
CCL27 100 25 40 60
LAMA4 100 75 40 60
MGST3 200 25 40 60
SOD1 100 75 40 63
GLRX 100 75 40 63
CYB5R1 100 25 40 63
DMKN 200 75 38 65
PHGDH 200 25 38 65
CFH 100 75 35 65
COL1A1 100 75 35 65

GAPDH' 200 75 - -

PCOLCE - procolageno C-endopeptidase enhancer 1; CCL27 - quimiocina (C-C
motif) ligante 27; LAMA4 - laminina 4; MGST3 - microssomal glutationa S-
transferase 3; PTGR1 - prostaglandina redutase 1; SOD1 - superdxido dismutase;
GLRX - glutaredoxina (tiotransferase); CYB5R1: citocromo B5 redutase 1; DMKN -
dermoquina; PHGDH - 3-3-fosfoglicerato desidrogenase; CFH - fator F do sistema
complemento; COL1A1 - colageno tipo |, alfa I; GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase.

1Utilizado como controle enddgeno. Amplificou em todas as condi¢des.

Analisando-se os dados referentes aos animais resistentes no decorrer do
tempo (Tabela 4 e Figura 2), pode-se observar que o gene COL1AL apresentou um
aumento de expressdo 24 horas apdés a infestacdo (24hp.i.), enquanto o gene
PCOLCE apresentou um aumento de expressdo 48 horas apoés a infestagdo (48hp.i.).
O gene GLRX apresentou aumento de expressdo as 24hp.i. e 48hp.i. e 0 gene
MGSTS3, as 48hp.i. em relacdo ao periodo anterior a infestacdo e em relagdo as
24hp.i. SOD1 apresentou diminuicdo de expressdo nas primeiras 24 horas pos-

infestacdo e aumento nas 24 horas subsequentes.
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Figura 2: Razdo de expressdo génica entre os diferentes tempos analisados nos
animais resistentes. As barras cinza representam o erro-padréo.
*p <0,05
**p<0,01

No grupo de animais susceptiveis, os genes CFH, SOD1 e MGST3
apresentaram diferenca significativa de expressao com o decorrer do tempo (Tabela 4
e Figura 3). Os dois primeiros apresentaram diminuicdo de expressao as 24hp.i. em
relacdo a Ohp.i. e aumento, em relacdo as 48hp.i. O gene MGST3 foi mais expresso

as 48hp.i. do que as 24hp.i.
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Figura 3: Razdo de expressdo génica entre os diferentes tempos analisados nos
animais susceptiveis. As barras cinza representam o erro-padrao.

*p <0,05

**p<0,01.

Comparando-se a expressao entre 0s grupos de animais resistentes e
susceptiveis nos mesmos tempos, nos susceptiveis foi observada maior expressao de
COL1A1, GLRX e MGST3 antes da infestacdo, de CYB5R1, MGST3 e SOD1 as 24
horas ap6s a infestacdo e de CYB5R1 48hp.i., enquanto que nos resistentes foi
observada maior expressdo de CFH e PCOLCE (Tabela 4 e Figura 4) 24hp.i.
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Figura 4. Razdo da expressdo génica dos animais susceptiveis em relacdo aos
animais resistentes nos diferentes tempos analisados. As barras cinza representam o
erro-padréo.

*p <0,05

**p <0,01.
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Tabela 4: Relacdo dos p-values referentes aos valores de expressdo génica diferencial entre contrastes formados por distintos grupos
fenotipicos e tempos das bidpsias em relagdo a infestacéo

Contrastes’

Genes? ROxR24 ROXR48 R24xR48 S0xS24 S0xS48 S24xS48 ROxS0 R24xS24 R48xS48
PCOLCE 0,112 0,001** 0,155 0,796 0,375 0,409 0,074 0,011* 0,403
CCL27 0,077 0,382 0,436 0,949 0,570 0,510 0,819 0,468 0,153
LAMA4 0,348 0,349 0,748 0,921 0,321 0,478 0,439 0,928 0,479
MGST3 0,387 0,0013** 0,018* 0,197 0,469 0,042* 0,007** 0,009** 0,882
PTGR1 0,002** 0,057 0,324 0,046* 0,125 0,097 0,055 0,001** 0,087
SOD1 <0,001** 0,074 0,002** 0,050* 0,960 0,005** 0,149 0,002** 0,601
GLRX 0,035* 0,019* 0,053 0,104 0,741 0,164 0,001** 0,373 0,597
CYB5R1 0,989 0,575 0,532 0,077 0,211 0,740 0,092 0,000** 0,029*
DMKN 0,259 0,324 0,667 0,722 0,505 0,452 0,159 0,209 0,249
PHGDH 0,769 0,532 0,570 0,717 0,180 0,267 0,261 0,178 0,706
CFH 0,580 0,526 0,764 0,035* 0,693 0,015* 0,760 0,023* 0,485
COL1A1 0,001** 0,237 0,268 0,574 0,283 0,456 0,025* 0,571 0,856

1 - Contrastes formados entre os grupos fenotipicos (resistente -R e susceptivel -S) e os diferentes tempos da coleta do tecido em relagéo
a infestacdo (Oh, 24h e 48h)

2 - PCOLCE - procolageno C-endopeptidase enhancer 1; CCL27 - quimiocina (C-C motif) ligante 27; LAMA4 - laminina 4; MGST3 -
microssomal glutationa S-transferase 3; SODL1 - superdxido dismutase; GLRX - glutaredoxina (tiotransferase); CYB5R1: citocromo B5
redutase 1; DMKN - dermoquina; PHGDH - 3-3-fosfoglicerato desidrogenase; CFH - fator F do sistema complemento; COL1A1L -
colageno tipo I, alfa |

*p<0,05

**p<0,01
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DISCUSSAO

Identificacédo de Genes Diferencialmente Expressos

Né&o foram identificados genes diferencialmente expressos entre as bibliotecas
de cDNA, a partir da metodologia Northern digital. Este resultado pode ser
decorrente do baixo numero de sequéncias representadas nas bibliotecas de cDNA
utilizadas, culminando em baixa redundancia de transcritos. De acordo com Audic &
Claverie (1997), um perfil real de transcritos é obtido a partir de bibliotecas de

cDNA ndo normalizadas e com alta redundancia.

Classificacdo Funcional e Analise de Redes Génicas

Todas as sequéncias Unicas foram submetidas ao aplicativo TOPPCLUSTER
(Kaimal et al., 2010) para a determinagdo das fungdes moleculares, processos
bioldgicos e componentes celulares representados. Com base na anotacdo funcional
dos transcritos e a sua classificacdo ontoldgica, foi possivel obter uma lista de 11
genes com potencial influéncia sob o status resisténcia/susceptibilidade ao R. (B.)
microplus (Tabela 2). Dentre os 11 genes selecionados, 10 (COL1Al, CCL27,
LAMA4, DMKN, PCOLCE, CYB5R1, PHGDH, SOD1, GLRX, MGST3 e HPGD)
puderam ser agrupados em uma Unica rede génica (Figura 1) a partir de cinco sub-
redes (atividade estrutural, matriz extracelular, quimiotaxia, processo de oxidacao-
reducdo e atividade de oxidoredutase).

A sub-rede “atividade estrutural” ¢ uma importante fungdo molecular
representada nas bibliotecas de cDNA, consistindo na contribui¢do proteica para a
integridade das células e tecidos de um organismo, conferindo forma, suporte e
resisténcia. Entre tais proteinas estdo, principalmente, os colagenos, queratinas e
lamininas. Sabendo-se que a resisténcia da pele do hospedeiro pode interferir no
processo de alimentacdo do carrapato (Kemp et al., 1976), a investigacdo da
expressdo de genes relacionados com a estrutura epitelial torna-se importante. No
presente estudo, foi identificado um gene que codifica para moléculas de colageno
(COL1A1) e um que codifica para laminina (LAMAA4).

A proteina DMKN também foi agrupada na sub-rede “atividade estrutural”,
pois acredita-se que tal proteina esteja envolvida na diferenciacdo de queratindcitos
(Matsui, 2004), sendo observado aumento de sua expressdo em doengas

inflamatdrias (Naso et al., 2007). PCOLCE, envolvido no processo biologico de
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desenvolvimento de organismos multicelulares, € uma glicoproteina que induz a
clivagem enzimatica do pro-colageno tipo I, elevando a atividade da proteinase-C
(Ricard-Blum et al., 2002), sendo esta atividade essencial para a formacdo da
estrutura triplo helicoidal das fibrilas de colageno.

As proteinas CCL27 e COL1Al foram conectadas a partir da sub-rede
“quimiotaxia”. A quimiocina (C-C motif) ligante 27 (CCL27) é uma citocina com
acao quimiotatica sob linfocitos T de memoria, exercendo importante papel em
processos inflamatorios da pele mediados por células T (Kakinuma et al., 2003). Os
coldgenos possuem uma atividade quimiotética indireta, na medida em que o0s
estimulos fisicos e/ou a sinalizacdo quimica realizada a partir da exposicdo de
fragmentos de colageno, apds um dano tissular, estimulam a producéo de citocinas e
eicosanoides, substancias estas com propriedades quimiotaticas diretas (Balbino et
al., 2005).

Dentre as sub-redes com maior nimero de elementos estdo o “processo de
oxidacdo-redugdo” (quatro proteinas: CYB5R1, PHGDH, SOD1, GRLX) e a
“atividade de oxidoredutase” (quatro proteinas: CYB5R1, PHGDH, SOD1, GRLX).

As reacgdes de oxidacdo e reducdo consistem em reagdes quimicas reversiveis
em que o estado de oxidacdo de um &tomo ou atomos dentro de uma molécula é
alterado. Um substrato atua como um doador de elétrons e torna-se oxidado,
enguanto o outro substrato atua como um receptor de elétrons, tornando-se reduzido.
ReacOes de oxidagéo e reducdo sdo bastante frequentes em um organismo, estando
presentes em praticamente todas as vias metabdlicas, inclusive naquelas relacionadas
a resposta imune. Alguns genes pertencentes a referida classe ontoldgica atuam
diretamente nos processos imunoldgicos como é o caso de: hidroxiprostaglandina
desidrogenase 15 - (NAD) (PHGDH); microssomal glutationa S-transferase 3
(MGST3); glutaredoxina (tioltransferase) (GLRX) e superéxido dismutase (SOD1),
enquanto outros genes atuam de forma indireta, como é o caso de citocromo B5
redutase 1 (CYB5R1) e 3-3-fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH).

MGST3, membro da familia MAPEG (proteinas de membrana associadas ao
metabolismo de eicosanoides e glutationa), sendo esta constituida por proteinas
associadas a producdo de LT e prostaglandina E, catalisa a conjugacdo do LTA4 e
reduz a glutationa para a producdo do LTC4 (Jakobsson et al., 2000). O gene GRLX,
pertence a familia das glutaredoxinas e codifica para uma enzima que cataliza a

reducdo reversivel de proteinas-glutationas associadas a dissulfitos. Tal enzima é
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crucial para diversas vias de sinaliza¢do, por controlar o status de S-glutationilacéo
de mediadores da sinalizagdo, como por exemplo, aquele relacionado ao receptor de
interleucina 1/Toll-like 4 (Chantzoura et al., 2010). SOD1 é responsavel pela
destruicdo de radicais livres, normalmente produzidos pelas células, e que séo
toxicos para os sistemas bioldgicos (Yi, 2002). Tais radicais livres sdo gerados, entre
outras situacdes, durante a ativacdo e agdo de fagocitos (Fang, 2004).

Os genes que estdo indiretamente relacionados aos processos imunes
codificam para proteinas envolvidas na geracdo de energia e precursores das vias
metabdlicas associadas. CYB5R1 esta envolvido na biossintese de colesterol (Reddy
et al., 1977) e na desaturacdo e elongagdo de &cidos graxos (Oshino et al., 1971;
Keys & Cinti, 1980), sendo estes Gltimos essenciais para a sintese de eicosanoides.
PHGDH catalisa a via de fosforilacdo da biossintese da serina, sendo tal aminoacido
imprescindivel para a sintese de serino-proteases, como por exemplo, alguns
elementos envolvidos na coagulacdo sanguinea (fatores de coagulacdo: fVlla, fIXa,
fVIlla, fVa, além da proteina C e trombina), kalicreinas e bradicinina.

Sabendo-se do envolvimento do sistema complemento no processo de
resisténcia a carrapatos (Wikel & Allen, 1978; Allen, 1989; Brossard & Wikel,
1997), CFH foi mantido nas analises subsequentes, mesmo ndo estando associados a
rede génica. CFH é constituinte do cluster génico regulador da ativacdo do sistema
complemento, restringindo tal mecanismo inato de defesa (lturry-Yamamoto &
Portinho, 2001).

PCR Quantitativo em Tempo Real

Atividade estrutural

O gene COLI1A, que codifica para a pro-cadeia al do colageno do tipo |,
mOostrou-se mais expresso no grupo de animais resistentes 24 horas apos a infestagéo
(24hp.i.). Considerando-se que na fase inflamatdria da cicatrizagdo, que se inicia
imediatamente ap6s a lesdo, ha estimulo para a producdo de coldgeno (Salles et al.,
2012), esta expressdo diferencial pode indicar uma tentativa de reconstituicdo de
tecidos injuriados pela acdo espoliativa do carrapato. Reforcando esta teoria,
PCOLCE, gene que codifica para uma proteina responsavel pela estabilizacdo da

estrutura tridimensional das fibrilas de coladgeno, apresentou-se mais expresso no
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referido grupo fenotipico 48 horas apds a infestacdo (48hp.i.). O mesmo nao foi
observado nos animais susceptiveis.

N&o foram encontradas diferencas significativas de expressdo génica de
LAMA4, e DMKN entre os contrastes formados. Esses resultados n&o corroboram
com aqueles obtidos por Wang et al. (2007), pois, ao estudar o perfil de expresséo
génica na pele de animais Hereford x Shorthorn, a partir da tecnologia de
microarray, tais autores detectaram um aumento da expressdo de DMKN. Essa
diferenca entre resultados pode ser devida a utilizacdo de diferentes racas e,
possivelmente, diferentes linhagens de carrapato entre os diferentes estudos. Em
adicéo, os resultados obtidos, por Wang et al. (2007) n&o foram validados por RT-
qPCR.

Sistema complemento

Entre os animais susceptiveis, o gene CFH mostrou-se menos expresso as
24hp.i. do que no periodo anterior a infestacdo, e apresentou uma maior expressao as
48p.i. do que as 24hp.i., indicando menor inativacdo da via alternativa do sistema
complemento nas primeiras 24 horas pos-infestacdo. O sistema complemento (SC) é
o principal mediador humoral do processo inflamatdrio, estando relacionado a
inflamacdo, quimiotaxia, opsonizacdo e limpeza microbiana. E constituido por um
conjunto de proteinas, tanto sollveis no plasma como expressas na membrana
celular, e é ativado por trés vias: cléssica, alternativa e da lectina. CFH atua na
inativacdo da via alternativa, facilitando a degradacdo enzimatica de C3b pelo Fator
l.

Comparando-se 0s grupos fenotipicos as 24hp.i., pode-se observar uma
menor expressdo de CFH nos animais susceptiveis. Ao realizar um ensaio de
microarray a partir de amostras de pele de bovinos, pertencentes a mesma populacao
do presente estudo, Domingues (2011) detectou maior expressdo de genes
relacionados a ativagdo da via alternativa do complemento (fator B e properdina) em
animais resistentes apds infestacdo por carrapatos. Assim, uma maior expressao de
CFH nos animais resistentes, pode indicar uma tentativa de minimizar a formacéo do
complexo litico de membrana no proprio tecido e de controlar a formacdo de

mediadores da inflamacao.
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Processo metabolico de eicosanoides

Os animais susceptiveis apresentaram uma maior expressdo do gene CYB5R1
do que os animais resistentes as 24hp.i. e 48hp.i. Tal gene é um dos integrantes do
complexo da dessaturase linoleoyl-CoA A6, sendo este responsavel pela
metabolizacdo dos &cidos linoleico e alfa-linolénico para a sintese dos &cidos
araquidénico e eicosapentandico, respectivamente. Os &cidos araquiddnico e
eicosapentanoico sdo o substrato utilizado por cicloxigenases e lipoxigenases para a
sintese de prostanodides (prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas) e
leucotrienos, respectivamente. Adicionalmente, foi observada por Domingues
(2011), as 48 horas pos-infestagdo, uma maior expressdo da proteina ativadora do
araquidonato 5-lipoxigenase (ALOX5AP) nos animais susceptiveis do que nos
resistentes. Tais resultados podem indicar uma maior producdo de leucotrienos nos
animais susceptiveis.

Comparando-se a atividade do gene MGST3 no grupo de animais resistentes,
pode-se perceber que houve aumento de expressdo as 48hp.i. em relacdo aos
periodos Ohp.i. e 24hp.i. MGST3 esta envolvido na producédo do leucotrieno LTC4,
que possui atividades pré-inflamatorias, como aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos e quimiotaxia, causando a manutencéo da inflamacdo. Contrastando-se
os diferentes grupos fenotipicos no intervalo de tempo 24hp.i., percebe-se uma maior
expressao nos animais susceptiveis, indicando uma resposta inflamatéria mais

acentuada.

Quimiocinas

Néao foi verificada expressao diferencial de CCL27 em nenhum dos contrastes
testados. Trabalhos anteriores indicam diferencas de expressao de outras quimiocinas
entre o sitio de fixacdo de carrapatos e locais isentos deste parasita em animais
susceptiveis (Piper et al.,, 2008) e em animais resistentes, 24 e 48 horas apds

infestacdo (Domingues, 2011).

Sinalizacdo Celular

Os animais resistentes apresentaram maior expressédo do gene GLRX 24hp.i.
e 48hp.i., em relacdo a Oh. Tal gene codifica para uma enzima capaz de promover a
S-deglutationilagdo do fator 6 associado a TNF (TRAF6), sendo essa reagéo

essencial para a funcionalidade deste. A S-deglutationilacdo consiste no processo
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inverso de uma reacdo pds-transcricional caracterizada pela formagdo de pontes
dissulfito entre residuos de cisteina especificos de uma proteina. Esta modificacéo
protege as proteinas de reacdes de oxidacdo nao-reversiveis, podendo regular ou
alterar as funcdes proteicas (Chantzoura, et al. 2010).

TRAF6 €é uma molécula intermedidria envolvida na propagacdo da
sinalizacdo realizada pela familia do receptor de interleucina 1/Toll-like 4 (IL-
1R/TLR4) (Chantzoura, et al. 2010). Os receptores do tipo Toll-like possuem um
importante papel na deteccdo de invasores microbianos e como mediadores da
inflamacdo, e embora sejam classicamente conhecidos por possuir ativagdo por
componentes bacterianos e virais, eles também podem reconhecer moléculas
produzidas por tecidos danificados (Tizard, 2009). Contrastando-se 0s grupos
fenotipicos no periodo anterior a infestacdo, pode-se observar maior expressao de
GLRX nos animais susceptiveis, podendo indicar infeccdes anteriores ao presente
estudo.

Piper et al. (2008) detectaram maior expressdo dos genes relacionados a via
de sinalizacdo dos receptores Toll-like, entre eles TRAF6 e IL-1B, nos sitios de
fixacéo de carrapatos do que nas regides sem carrapato de bovinos Holstein-Friesian
infestados, ndo detectando tais diferencas em animais da raca Brahman ou entre

contrastes formados entre as racas Holstein-Friesian e Brahman.

Producdo de espécies reativas de oxigénio

O gene SOD1 apresentou variagdo de expressao similar entre os grupos
fenotipicos: diminui¢do 24hp.i. em relacdo a Ohp.i. e aumento 48hp.i. em relacdo a
24hp.i. Considerando-se que dismutases sdo responsaveis pela neutralizacdo do
radical superoxido e que esta espécie reativa de oxigénio (ERO) é utilizada por
fagdcitos para a eliminagdo de invasores, a diminuicdo da atividade das dismutases
no inicio da resposta inflamatoria permite uma utilizacdo mais efetiva do radical
superéxido por importantes células de defesa, como neutréfilos e mastdcitos. No
entanto, EROs sdo poderosos agentes oxidantes capazes de danificar estruturas
celulares do proprio organismo que os produziu, portanto, para evitar maiores danos
as células, a atividade das dismutases deve ser restabelecida.

O gene SOD1 foi mais expresso nos animais susceptiveis do que nos

resistentes as 24hp.i., indicando uma maior neutralizacdo de radicais superéxido. Tal
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fato pode ser relativo a uma maior atividade de fagocitos e consequentemente, maior

producdo de EROs nos animais susceptiveis.

CONCLUSAO

Foi possivel a deteccdo de diferencas de expressdo dos genes PCOLCE,
MGST3, SOD1, CYB5R1 e CFH, entre amostras de pele de animais resistentes e
susceptiveis ao carrapato, sob infestacdo pelo referido parasita. Observou-se uma
maior expressdo de MGST3, SOD1 e CYB5R1 nos animais susceptiveis nas
primeiras 24 horas ap6s a infestacdo e de CYB5R1, nas primeiras 48 horas. Nos
animais resistentes, observou-se maior expressdao de PCOLCE e CFH nas primeiras
24 horas ap0Os a infestacdo. Tal regulacdo génica indica que a infestacdo por

carrapatos induz um complexo conjunto de respostas imunoldgicas no hospedeiro.
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Capitulo 11

MAPEAMENTO DE TRANSCRITOS NO GENOMA DE BOVINOS
HOLANDES X GIR

RESUMO

Objetivou-se mapear transcritos derivados de duas bibliotecas de pele de bovinos F2
Holandés x Gir infestados pelo R. (B.) microplus e associar tal informacao aos dados
de uma varredura genémica para a deteccdo de QTL. A andlise dos genes mapeados
dentro dos intervalos de confianca dos QTL permitird a identificacdo de genes
candidatos para resisténcia ao carrapato bovino. A determinacdo das posicOes
cromossémicas, em pares de bases, dos transcritos representados nas bibliotecas de
cDNA foi obtida a partir do programa Biomart. As posi¢cGes em centiMorgan de
marcadores flanqueadores, intervalo de confianga e provavel posicdo de QTL foram
utilizados para a construcdo de mapas genéticos. A representacdo grafica dos mapas
foi realizada com o auxilio do programa MapChart. A partir de 1.292 sequéncias
Unicas, foram mapeados 1.029 transcritos nos 29 cromossomos autossomais e nos
cromossomos X e mitocondrial bovino. Observou-se uma média de 33,93 genes por
cromossomo, com valores variando de 10 genes no BTA28 a 84 genes no BTAS. A
densidade média foi de um gene a cada 3,79 cM; variando de um gene a cada 1,50
cM no BTA18 a um gene a cada 7,45 cM no BTA20. A analise dos genes mapeados
dentro dos intervalos de confianca de QTL associados a resisténcia a carrapatos
permitiu a identificacdo de nove genes (IL-1a, DEFB, DEFBI1, DEFB4A, DEFBS,
DEFB7, C2C4A, BLA-DQB e CD63) com potencial influéncia sob o status
resisténcia/susceptibilidade ao carrapato bovino. Estudos mais aprofundados sdo
necessarios para a validacdo destes genes como candidatos.

PALAVRAS-CHAVE: Biblioteca de cDNA, EST, Riphicephalus (Boophilus)
microplus, QTL

ABSTRACT

The accomplishment of the present study had as objective to map transcripts derived
from two cDNA libraries generated using skin tissues of animals Holstein x Gir
infested by R. (B) microplus and associate this information to data from a genomic

scan to detect QTL. Analysis of the genes mapped within the confidence intervals of
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QTL enables the identification of candidate genes for resistance to cattle tick. The
transcripts chromosomal positions were obtained through the Biomart program. The
positions of flanking markers in centiMorgan, confidence intervals and likely
position of QTL were used to construct the genetic maps. The graphical
representation of the maps was performed with the aid of the MapChart. From 1,292
unique sequences, 1,029 transcripts were mapped in the 29 autosomal chromosomes
and X and mitochondrial bovine chromosomes. There was a mean of 33.93 genes by
chromosome with values ranging from 10 to 84 in BTA28 and BTAD, respectively.
The average density was a gene every 3.79 cM, ranging from a gene for each 1.50
cM to a gene each 7.45 cM in BTA18 and BTAZ20. The analysis of the genes mapped
within the confidence intervals of QTL associated with resistance to ticks allowed
the identification of nine genes (IL-10, DEFB, DEFB1, DEFB4A, DEFB5, DEFB7,
C2C4A, BLA-DQB and CD63) with potential influence on resistance / susceptibility
to cattle tick status. Further studies must be performed to validate these genes as
candidates.

KEY WORDS: cDNA library, EST, Riphicephalus (Boophilus) microplus, QTL

INTRODUCAO

O mapa genético de um organismo é um modelo abstrato do arranjo linear de
um grupo de genes ou marcadores (Schuster & Cruz, 2004), sendo que a sua
construcdo constitui um importante passo para pesquisas em analise genémica
estrutural.

O mapeamento genético possibilita a cobertura e a analise completa de
genomas, a decomposi¢cdo de caracteristicas genéticas complexas nos seus
componentes Mendelianos, a localizacdo de regides gendmicas que controlam
caracteres de importancia econdmica, a quantificacdo do efeito dessas regides na
caracteristica estudada e a canalizacdo de toda essa informagdo para uso em
programas de melhoramento (Lee, 1995). Estas informacGes gendmicas sao
principalmente Uteis para auxiliar na avaliagdo de caracteristicas complexas e de
dificil mensuracdo, como é o caso da resisténcia ao R. (B.) microplus. Nesse sentido,
um procedimento bastante utilizado € a varredura gendmica para deteccdo de Locos

de Caracteristicas Quantitativas (Quantitative Trait Loci - QTL). A hipotese
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empregada para a localizagdo de um QTL é de que marcadores moleculares
polimorficos estejam proximos e suficientemente ligados ao QTL, de forma que, na
maioria da progénie de um individuo heterozigoto para o marcador, seja possivel
associar a variacdo na caracteristica quantitativa de interesse com o genoétipo do
marcador, que sera indicativo do genotipo do QTL. A frequéncia de ocorréncia de
recombinacdo causada por crossing-over nos cromossomos dos individuos parentais
permitira estabelecer a estimativa da distancia entre 0 marcador e 0 QTL. Como a
localizagcdo do marcador é conhecida, é possivel obter uma estimativa da localizacao
do QTL.

Apesar de QTL serem consideravelmente informativos, o objetivo final a ser
alcancado a partir de estudos de varredura gendmica € chegar ao (s) gene (S)
candidato (s) que possa (m) estar influenciando a caracteristica fenotipica e, por
conseguinte, a mutagcdo causal. Para tanto, uma das possibilidades é associar
informagdes derivadas de bibliotecas de cDNA aos dados de QTL (Martinez &
Machado, 2002).

Bibliotecas de cDNA consistem em uma colecdo de fragmentos de cDNA,
representando 0s genes expressos em um tecido ou 6rgao, sob determinada influéncia
ambiental, no momento da extracdo do mRNA. O sequenciamento das extremidades
dos fragmentos obtidos gera as etiquetas de sequéncias expressas (EST), que ao
serem analisadas por softwares especificos, permitem a identificacdo do gene que
Ihes originou. Esta abordagem tem sido utilizada para a identificagdo de novos
genes, mapeamento e anotacéo de transcritos (Smith et al., 2001), assim como para a
construcdo de mapas comparativos (Liu et al., 2004). Além disso, as bibliotecas de
cDNA fornecem o substrato para a confec¢do das laminas de microarrays utilizadas
nos ensaios de expressdo génica (Suchyta et al., 2003).

Objetivou-se mapear transcritos derivados de duas bibliotecas de pele de
bovinos F2 Holandés x Gir infestados pelo R. (B.) microplus e associar tal
informacdo aos dados de uma varredura gendmica para a deteccdo de QTL. A anélise
dos genes mapeados dentro dos intervalos de confianga dos QTL permitira a

identificacdo de genes candidatos para resisténcia ao carrapato bovino.
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MATERIAL E METODOS

Populagdo Experimental

Foram utilizados animais pertencentes a uma populacdo F2, desenvolvida
pela Embrapa Gado de Leite, derivada do cruzamento entre quatro machos da raca
Holandesa e 27 fémeas da raga Gir. A formagéo detalhada da populacgdo foi descrita
por Machado et al. (2010).

Locos de Caracteristicas Quantitativas (Quantitative Trait Loci - QTL)

As informacg6es de QTL utilizadas no presente estudo séo derivadas de uma
varredura gendémica, a partir de 180 marcadores microssatélites, para a detec¢do de
QTL relacionados a resisténcia ao R. (B.) microplus. Sabendo-se da influéncia das
estacGes do ano sobre o numero de carrapatos por animal, os individuos da geracéo
F2 da populacdo experimental foram avaliados quanto & resisténcia ao carrapato
durante os periodos da seca (abril a setembro) e das aguas (outubro a margo). A
metodologia detalhada foi descrita por Machado et al. (2010). O resumo da varredura

genbmica esta apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1: Resumo da varredura genémica na populacdo F2 pertencente a EMBRAPA
Gado de Leite (Machado et al., 2010).

Posicdo 0,95 Inicio Fim Efeito Efeito

2

BTA Estacdo F . ] o
cM Cli Cli Cl Aditivo Dominante
A AD

2 Seca 5,4 6,9** 56 22 43 65 0,19 -0,32 422
5 Chuvosa 16,3# 8,2** 140 20 129 149 -0,39 0,05 5,57
10 Seca 12,2** 6,4* 19 47 32 79 0,37 0,18 4,00
11 Seca 1,2* 4.0 0,24 0,14

Chuvosa 16,5# 8,6** 43 26 27 53 0,39 0,12 5,26
23 Seca 19, 7## 9,9# 29 12 18 30 0,38 -0,07 5,90

Chuvosa 18,9## 9, 7# 32 17 25 42 0,40 -0,11 5,82
27 Chuvosa 11,1** 55%* 0 12 0 12 0,32 0,01 3,31

BTA - cromossomo de Bos taurus

F - Estatistica F

A - Modelo aditivo

AD - Modelo aditivo + dominante

ClI - Intervalo de confianca (cM)

o” - Proporco da variancia fenotipica explicada pelo QTL
*Pc < 0,05 - Nivel cromossémico

**pPc < 0,01 - Nivel cromossémico

#Pg < 0,05 - Nivel gendbmico

##Pg < 0,01 - Nivel gendbmico

Conjunto de EST

As EST utilizadas no presente estudo séo provenientes de duas bibliotecas de
cDNA construidas a partir de amostras de pele de bovinos pertencentes a geracdo F2
da populacéo experimental e classificados como resistentes ou susceptiveis ao R. (B.)
microplus, apos infestagéo artificial pelo referido parasita. A metodologia detalhada
para a construcéo e sequenciamento das bibliotecas foi descrita por Nascimento et al.
(2011).
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Construcdo dos Mapas Fisicos e Genéticos

Primeiramente, as EST foram clusterizadas e montadas em contigs,
utilizando-se o software CAP3 (Huang & Madan, 1999), considerando-se
similaridade minima de 80% em fragmentos acima de 40 pb. As EST que nao
formaram contigs foram denominadas singletons, sendo que o conjunto formado
entre contigs e singletons foi denominado conjunto de sequéncias Unicas.

O conjunto de sequéncias Unicas foi alinhado contra o banco de dados de
cDNA de bovinos (ftp://ftp.ensembl.org/pub/current/fasta/bos_taurus/cdna/) a partir
do programa Megablast (Zhang et al., 2000), considerando-se similaridade minima
de 95% e e-value < 0,05. Os IDs obtidos foram utilizados para a determinagédo das
posi¢cBes cromossdmicas, em pares de bases, dos transcritos representados nas
bibliotecas de cDNA, com o auxilio do programa Biomart, disponibilizado no web
sitte. Ensembl. Com base nas posi¢Oes obtidas, construiu-se os mapas fisicos,
utilizando-se o software MapChart (Voorrips, 2002).

As posicBes em centiMorgan de marcadores flanqueadores, intervalo de
confianca e provavel posicdo de QTL foram utilizados para a construcdo de mapas
genéticos, com o auxilio do software MapChart (Voorrips, 2002). Para permitir a
correspondéncia entre os mapas fisico e genético, as posi¢cbes em pares de base dos

marcadores flanqueadores dos QTL (Tabela 2) foram disponibilizadas.
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Tabela 2: PosicGes dos marcadores flanqueadores dos QTL para resisténcia ao

carrapato bovino.

BTA® Marcador Flanqueador Posicéo (cM) * Posicao (pb) °

2 MNB-83 22 22
TGLA226 76 101

5 BMS490 101 53
BMS1248 140 87

10 BM1237 0 15
BMS2614 103 98

11 INRA177 24 25
RM150 54 64

23 CYP21 18 27
BM818 34 39

BM1905 47 46

27 BM3507 0 4
BMS2137 15 18

1BTA - Cromossomo de Bos taurus

2Fonte: Machado et al. (2010)

3Posicdes fisicas divididas por um milhdo. Fonte: ENSEMBL54 Btau_4.0.54 Cow
Assembly, disponivel em http://www.thearkdb.org/arkdb.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de 1.292 sequéncias Unicas, foi possivel o mapeamento fisico de
1.029 transcritos nos 29 cromossomos autossomais € nos cromossomos X e
mitocondrial (Mt) de bovinos. Os mapas genéticos e fisicos dos cromossomos onde
Machado et al. (2010) detectaram QTL para resisténcia a carrapatos podem ser
observados na Figura 1. Para uma melhor representacdo grafica, as posi¢cGes em

pares de base foram divididas por um milhéo.

47


ENSEMBL54%20Btau_4.0.54%20Cow%20Assembly
ENSEMBL54%20Btau_4.0.54%20Cow%20Assembly

BTA2

A B
- _ 5 0~ AVEAD A: mapa genético (cM)
7.0 =T - COL5A2 COL3A1
B: mapa fisico (pb)
MNB83 AT5G3
| —* 20T acHA )
20 MNBS3 Lt IC-inf: Intervalo de
5 370 AGQRAT confianga inferior
S
430 IC-inf(DRY) pel IC-sup: intervalo de
confianca superior
56.0 {DRY BM4440
86.0 A4FUES ) oA
650 IC-sup(DRY) 900 B7WA DRY: QTL para resistencia
910 2ESMZ%1R B en a carrapatos na época da
92,0 |
76,0 TGLA226 a0 W W E18Ke3 seca
101,0 TGLA226
103,0 BARD1 .
107.0 RCD1 RNF25 MNB83 e TGLA226:
112.0 iy FIMKZ5 marcadores  flanqueadores
117.0 ATE352 do OTL
119.0 A3KMWS ABQNX7 Q
55 ABQQK4 ARCH
’ EIF3I
1260 Q2KI86
14335 PIGV
1210 SH3L3
128,0 /f_M AGQRO3 STMN1
130,0 /4 MHMGCL RL11
1310 C1QA
132,0 ECE1
1360 MFAP2
BTAS
A B
10 ATEIRT 53,0 —— Anumzs azvowT -~
40 ATANTLIE o il A: mapa genético (cM
50 Q3T00E KRR e Coxest Pag (c™)
8.0 NPILI BN =i L
I 00,0 GBALT ATYYT .
. - _ \_ / BEDSE N2 B: mapa fisico (pb)
1010 BMS4E0 T AN /{Rp; TNFRSFIA
FGS2 1070 {1 AAZVEDS CLO2Z _inf
z e 1080\ |/ ReLara IC-inf:  Intervalo  de
%0 FRRIRIACORZI 1100~ fACSORTEFL | confianga inferior
= FiNZFD 11,0~ E1BM5 RLI
ATEG2 QISYTS 113,04 ﬁLEEESE-RANGAP'
WYG1 TENC1 ' - 1 _ . i
. PR 1407 hycvesraeesn | 1C sup: mteryalo de
KRT! KRT2 115,07, - SAMMED confiancga superior
HZCT3 W2CT4 8.0~ /T~ ABE4RY
g Bl |K2CT1 E1BILZ 120.0 FiMJi4
§ [K2C4 K2CTE .
. =\ o ) ez ceres RAII\{Y._ QTL  para
280 IC-nf[RAINY) z “f| |L]pearaakars resisténcia a carrapatos na
] k |E1B85E KRTS , ,
klic2c7 K2c80 época das aguas
250 & ATHER
3001 [ PRPF40B
1400 RAINY BMS 1248 2oL e BMS490 e ILSTS034:
440 LM tReo marcadores flanqueadores
45,-!)j WHLYSCN NURIOT d TL
1420 IG-sup(RAINY) iig E:*gm °0Q
58,0 QOVeDE
q ! MACA TEBP
550 ILSTS034 70 ATFE QiLZT2
], IWLE
ABQRE2 RP526
204 ooz aLiss
850 / \C:L-m
71,04, oLz
15.0 / AGBQPEG AGQQRD
78.0 ASDTGO DNMAL
870 BMS 1248

48




0.0

79.0

103.0

BM1237

{IC-inf(DRY) DRY

IC-sup(DRY)

BMS2614

e ™

Ze-Add

BTA10
B

ERO1A
F2Z4D5 RL4
C150rf6 1
BM1237

/A AN32A RLA1

A1XEAS A4IFB8
Q2KJET ABE4NO
RNS RNBR

RNAS1 Q2NKV1

A: mapa genético (cM)
B: mapa fisico (pb)

IC-inf: Intervalo de
confianga inferior

1C-sup: intervalo de
confianca superior

DRY: QTL para resisténcia
a carrapatos na época da
seca

BM1237 e
marcadores
do QTL

BMS2614:
flanqueadores

INRA177

IC-inf(RAINY)

RAINY

b |C-sup(RAINY)

]

™~ RM150

64,

O WWOo o0~ ~~~

-y

“x
o
N O 000 NW© 0 WN

10

I8 e <
oo
‘Oﬁ-bh
o

BTA1l

MAL CIAO1
IANR39 COX5B
PDCL3 RL31
DPOE4 RM53
A1L522

ZNF638 ATP6V1B1

Q2KI46
SRSF7
INRA177
LRPPRC
EPCAM
RPL17

Q1RMR8 A6QNQ2

RS27A
GAPDH
IL1A
E1BEQ3
VAMP8 CAPG
TYB10
ATYY64
UGPA
TMSB4X
RM150
Q24473
ECHB
E1B8G4
LAP4A
DCOR

QOVCWO 1433T

RL35

SWI5 SPTAN1
SHLB2 PTGES
ABQPS83

SETX
AGPAT2 RL7TA
TBB2C EDF1

A: mapa genético (cM)
B: mapa fisico (pb)

IC-inf: Intervalo de
confianca inferior

IC-sup: intervalo de
confianca superior

RAINY: QTL para
resisténcia a carrapatos na
época das aguas

INRAL77 e RM150:
marcadores  flanqueadores
do QTL

49




BTA23
A B
Ay 4 X - QOVCY4 . "
[~ ATMB65
22,0 —— DRY 1| A2VE06 A5PKM2 ) -,
P16 ATYY65 B: mapa fisico (pb)
250 —— IC-nfRAINY-32) _
HTOMG TAFS IC-inf: Intervalo de
RSO MEA] confianga inferior
30,0 ——IC-sup(DRY-22)
L ramy FBXO9 FINOX9 )
22 Q95111 BLA-DQB IC-sup: intervalo de
e CYP21 PLCA fi :
_AASHNS AMFUY2 confianca superior
[/ 1Q0P5E9 BAGS
[ |ATPBV1G2 MGC126945 . ictanci
N [A7YWHA FAMZQS DRY: QTL para rgswtenua
42,0 —IC-sup(RAINY-32) Y |FIMWX3 FIMGC3 a carrapatos na época da
I FINAYS FIMWX 8 seca
Q2TBVS AJIFF9
ATMAZ5
LR 1A6Q028 H4 RAINY:  QTL  para
1 BM318 resisténcia a carrapatos na
época das aguas
43,0 —1— Q35246
45,0 ~—~ C23H6orf228 CYP21, BM1818 e
~TT- BV1905
%o BM1905: marcadores
49,0 ~—~ NRN1
50 0~ TERB E1RIB1 flanqueadores dos QTL
BTA27
A B
i BM3507 IC-inf(RAINY) Ry |$P35TU;PANGP2 A: mapa genético (cM)
8 IRAINY 5.0 LAP DEFB7
1. | DEFB4A DEFB . -
60 DEFB5 DEFB B: mapa fisico (pb)
& -
z IC-inf: Intervalo de
S 130~ C2THdorfa1 confianca inferior
12,0 7~ 1C-supRAINY) IC-sup: intervalo  de
5.0 ——BMS2137 e B confianga superior
RAINY: QTL para
250~ LERLY (e5|sten0|a a carrapatos na
época da seca
BM3507 e BMS2137:
marcadores  flanqueadores
do QTL
36,0 —| - GOGAT SLD&
37.0 ——T- VDAC3
390 ARY1
420 RL15

Figura 1: Mapa genético dos cromossomos de bovinos Holandés x Gir que contém
QTL para resisténcia a carrapatos (Machado et al., 2010) e mapeamento fisico dos
transcritos representados em duas bibliotecas de pele de bovinos Holandés x Gir sob

infestacdo por carrapatos.
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Observou-se uma média de 33,93 transcritos mapeados por cromossomo, com
valores variando de 10 transcritos no BTA28 a 84 no BTAS5. A densidade média foi
de um transcrito a cada 3,79 cM; variando de um transcrito a cada 1,50 cM no
BTA18 a um a cada 7,45 cM no BTAZ20. A representacdo grafica da densidade de
transcritos esté representada  Figura 2.

Numero de transcritos por cM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 X
Cromossomo bovino

Figura 2: Numero de transcritos, derivados de duas bibliotecas de pele de bovinos

Holandés x Gir, mapeados por cM de cromossomo bovino.

Machado et al. (2010) identificaram sete QTL para resisténcia a carrapatos
nos cromossomos 2, 5, 10, 11, 23 e 27 de bovinos. Foi possivel mapear transcritos na
regido delimitada pelos marcadores flanqueadores de todos os QTL identificados. O
nimero médio de transcritos por regido delimitada por flanqueadores foi de 18,7;
variando de nove (BTA2) a 42 (BTA10). A densidade média foi de um transcrito a
cada 4,64 cM; variando de um transcrito a cada 1,45 cM (BTA23) a um a cada 6 cM
(BTA2). A representacdo grafica da densidade de transcritos estd representada na

Figura 3.
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Figura 3: Numero de transcritos mapeados por cM da regido delimitada pelos

Numero de transcritos por ¢cM

marcadores flanqueadores dos QTL identificados por cromossomo bovino.

A anélise detalhada do mapeamento de transcritos nas regides delimitadas
pelos marcadores flanqueadores de QTL, por cromossomo bovino, é apresentada a
sequir.

Cromossomo Dois (BTA2)

Um total de 33 transcritos foram mapeados no BTA2, o que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada 3,88 cM. No referido cromossomo também
foi mapeado um QTL para resisténcia a carrapato no periodo da seca (Pc < 0,01),
com provavel posicdo a 56 cM e intervalo de confiangca de 43-65 cM. Tal QTL
explica 4,22% da variacao fenotipica (Machado et al., 2010).

Entre as posi¢es dos marcadores flanqueadores (MNB83 e TGLA226) da
regido de deteccdo do QTL, foram mapeados nove transcritos, 0 que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada seis ctM, mas nenhum deles refere-se a genes
relacionados a resposta imunoldgica.

Cromossomo Cinco (BTAS)

Um total de 84 transcritos foram mapeados no BTAS5, o que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada 1,61 cM. No referido cromossomo, Machado
et al. (2010) mapearam um QTL para resisténcia a carrapato no periodo das aguas
(Pc < 0,01), com provavel posicdo a 140 cM e intervalo de confianca de 129-149 cM.

Este QTL explica 5,57% e os alelos da raca Holandesa causam um decréscimo no
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namero de carrapatos. Uma das possiveis explicacBes para tal fato é que a selecéo
genética para resisténcia a carrapatos exercida ao longo de vérios anos tenha
ocasionado a expressdo de alelos cripticos.

Entre as posi¢cGes dos marcadores flanqueadores (BMS490 e BMS1248) da
regido de deteccdo do QTL, foram mapeados 16 transcritos, 0 que corresponde a uma
densidade de um transcrito a cada 2,44 cM, dentre os quais esta o gene CD63 (Figura
4).
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Figura 4: Estatistica F ao longo do BTA5 e mapeamento de transcritos na regiao
entre os marcadores flanqueadores. Resultado da analise considerando-se 0 modelo
aditivo + dominante e as caracteristicas resisténcia a carrapatos na época da seca
(DRY) e na época das aguas (RAINY). O eixo X indica a posi¢ao relativa no mapa
genético. As setas indicam a posicdo dos marcadores BMS490 e BMS1248 e do gene
CD63. As linhas horizontais indicam os niveis de significancia cromossoémico (5% -
linha continua, 1% - linha tracejada) e genémico (5% - linha intermitente). Adaptado
de: Machado et al. (2010).

O marcador de superficie CD63 & um dos membros da superfamilia
transmembrana-4, consistindo em uma glicoproteina de superficie celular expressa
em células ativadas, como basofilos, mastocitos, macréfagos e plaquetas

(Nieuwenhuis et al., 1987; Metzelaar et al., 1991). Nos granuldcitos em repouso, o
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CD63 esta localizado nas membranas dos granulos intra-citoplasmaticos e
praticamente ausente da superficie celular (Flreder et al., 1994; Valente et al., 2001),
mas durante a exocitose quando as membranas dos granulos se fundem com a
membrana celular, é translocado para a superficie celular (Monneret-Vautrin et al.,
1999; Sainte-Laudy et al., 1998; Lambert et al., 2003). Nos basdfilos, foi
demonstrada uma correlacdo estreita entre a expressdo de CD63 e a libertacdo de
histamina (Knol et al., 1991).

Cromossomo Dez (BTA10)

Um total de 50 transcritos foram mapeados no BTAL0, o que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada 3,36 cM. No referido cromossomo, Machado
et al. (2010) mapearam dois picos de QTL para resisténcia a carrapato na epoca da
seca (Pc < 0,05), com provavel posicdo a 19 cM e intervalo de confianca de 32-70
cM. Tal QTL explica 4,0% da variacao fenotipica da caracteristica.

Entre as posi¢bes dos marcadores flanqueadores (BM1237 e BMS2614) da
regido de deteccdo do QTL, foram mapeados 42 transcritos, 0 que corresponde a uma
densidade de um transcrito a cada 2,45 cM. Dentre estes transcritos esta C2C4A
(Figura 5).

Acredita-se que a proteina codificada por C2C4A possa estar envolvida em
processos inflamatdrios, na medida em que sua sintese € induzida por citocinas pro-

inflamatdrias (Warton et al., 2004) e na regulacdo da arquitetura e adesdo celular.
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Figura 5: Estatistica F ao longo do BTA10 e mapeamento de transcritos na regido
entre os marcadores flanqueadores do QTL. Resultado da analise considerando-se o
modelo aditivo + dominante e as caracteristicas resisténcia a carrapatos na época da
seca (DRY) e na época das aguas (RAINY). O eixo X indica a posi¢do relativa no
mapa genético. As setas indicam a posicdo dos marcadores BM1237 e BMS2614 e
do gene C2C4A. As linhas horizontais indicam os niveis de significancia
cromossdémico (5% - linha continua, 1% - linha tracejada) e genémico (5% - linha
intermitente). Adaptado de: Machado et al. (2010).

Cromossomo 11 (BTA11)

Um total de 46 transcritos foram mapeados no BTAL1, o que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada 2,83 cM. No referido cromossomo, Machado
et al. (204Q),smapearam um QTL pasa, kesisténcia a carrapato ng,pgiiodo da chuva
(Pg < 0,05), com provavel posicdo a 43 cM e intervalo de confianca de 27-53 cM.
Tal QTL explica 5,26% da variacdo fenotipica.

Entre as posi¢bes dos marcadores flanqueadores (INRA177 e RM150) da
regido de deteccdo do QTL, foram mapeados 15 transcritos, correspondendo a uma

densidade de um transcrito a cada 2 cM, dentre os quais esta IL1A (Figura 6).
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Figura 6: Estatistica F ao longo do BTA11 e mapeamento de transcritos na regido
entre os marcadores flanqueadores do QTL. Resultado da analise considerando-se o
modelo aditivo + dominante e as caracteristicas resisténcia a carrapatos na época da
seca (DRY) e na época das adguas (RAINY). O eixo X indica a posi¢do relativa no
mapa genético. As setas indicam a posicao dos marcadores INRA177 e RM150 e do
gene IL1A. As linhas horizontais indicam os niveis de significancia cromossémico
(5% - linha continua, 1% - linha tracejada) e gendmico (5% - linha intermitente, 1% -
linha pontilhada). Adaptado de: Machado et al. (2010).

O gene IL1A é um membro da familia das interleucinas-1, sendo expresso por
uma variedade de células, como por exemplo, mondcitos, macrofagos,
queratindcitos, células endoteliais, fibroblastos, midcitos, células de Langerhans,
linfocitos T e B (Dinarello, 1989). A proteina IL-1 é uma citocina pluripotente e
multifuncional, que possui um importante papel na iniciacdo e desenvolvimento de
respostas inflamatdrias e imunes (Uchi et al., 2000).

Os queratinocitos produzem IL-loo e IL-1P, que possuem atividades
bioldgicas similares, dentre as quais podem ser citadas: mediagdo da resposta de fase
aguda, induzindo a sintese de outras citocinas como IL-6, IL-8, TNF-o ¢ GM-CSF;
promocédo da diferenciacdo de queratindcitos e ativacdo das células de Langerhans,
sendo estas potentes células apresentadoras de antigenos (APC) (Enk & Katz, 1992;
Uchi et al., 2000). A maior parte da IL-1 sintetizada por queratinGcitos permanece
no citoplasma e é normalmente perdida devido a descamacédo do extrato corneo. No

entanto, na ocorréncia de uma injaria na pele ou ainda quando os queratindcitos
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sofrem uma deformacdo mecénica, uma grande quantidade de IL-1 é liberada,
podendo levar a uma rapida resposta imune (Lee et al., 1997; Uchi et al., 2000).

A partir de um ensaio de RT-gPCR, Piper et al. (2008) detectaram uma maior
expressao de IL-1PB nos locais de fixagdo do carrapato do que nos locais livres do
parasita em animais da raga Holandesa infestados. O mesmo n&o foi observado nas
amostras derivadas dos animais da raca Brahman.

Cromossomo 23 (BTA23)

Um total de 38 transcritos foram mapeados no BTA23, o que corresponde a
uma densidade de um transcrito a cada 2,11 cM. No referido cromossomo, Machado
et al. (2010) mapearam dois QTL. Um deles foi associado a resisténcia a carrapatos
durante o periodo da seca (Pg < 0,01), sua provavel posicdo é 12 cM e o intervalo de
confianca varia de 18 a 30 cM. O outro QTL foi associado a resisténcia a carrapatos
durante o periodo das aguas (Pg < 0,01), com provavel posicdo a 32 cM e o intervalo
de confianga variando de 25 a 42 cM. Tais QTL explicam 5,90 e 5,82% da variagéo
fenotipica, respectivamente. Entre as posi¢cfes dos marcadores flanqueadores
(CYP21 e BM1905) da regido de deteccdo do QTL para resisténcia a carrapato na
época das aguas, foram mapeados 20 transcritos, correspondendo a uma densidade de
um transcrito a cada 1,45 cM, dentre os quais estd BLA-DQB (Figura 7).

O gene codificante para o MHC bovino, classe 1, DQ beta (BLA-DQB) é
expresso na superficie das células apresentadoras de antigenos (APC). O complexo
antigeno/MHC Il interage com os receptores presentes na superficie dos LT CD4+,
proporcionando a especificidade de acdo destas células. Uma vez ativados, os LT
CD4 mobilizam outros componentes do sistema imunoldgico, participando
ativamente da imunorregulacdo (Tizard, 2009). A expressdo do citado gene na pele
bovina pode ser resultado da movimentacdo de APC do sangue periférico em direcéo
a pele, com objetivo de combater a infestacao.

O loco MHC bovino tem sido amplamente estudado em razdo de sua
influéncia sobre caracteristicas produtivas e caracteristicas relacionadas a salde
animal (Machado et al., 2005). Alelos de genes do MHC Il tém sido associados a
incidéncia de diversas doencas, como mastite (Yoshida et al., 2011) e leucemia viral
bovina (Juliarena et al., 2008). Em um trabalho a partir da mesma populacdo
utilizada no presente estudo, Martinez et al. (2006) identificaram trés alelos do gene

DRB3.2 associados a resisténcia ao carrapato bovino.
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Figura 7: Estatistica F ao longo do BTA23 e mapeamento de transcritos na regido
entre os marcadores flanqueadores do QTL. Resultado da anélise considerando-se o
modelo aditivo + dominante e as caracteristicas resisténcia a carrapatos na época da
seca (DRY) e na época das aguas (RAINY). O eixo X indica a posi¢do relativa no
mapa genético. As setas indicam a posicdo dos marcadores CYP21 e BMS818 e do
gene BLA-DQB. As linhas horizontais indicam os niveis de significancia
cromossdmico (5% - linha continua, 1% - linha tracejada) e genémico (5% - linha
intermitente, 1% - linha pontilhada). Adaptado de: Machado et al. (2010).

Cromossomo 27 (BTA27)

Um total de 16 transcritos foram mapeados no BTA27, o que corresponde a
uma densidade de 1 gene a cada 4,19 cM. No referido cromossomo, Machado et al.
(2010) mapearam um QTL para resisténcia a carrapato no periodo da chuva (Pc <
0,01), com provéavel posicdo a 12 cM e intervalo de confianca de 0-12 cM. Tal QTL
explica 3,31% da variacgdo fenotipica da caracteristica.

Entre as posi¢cGes dos marcadores flanqueadores (BM3507 e BMS2137) da
regido de deteccdo do QTL, foram mapeados 10 transcritos, o que corresponde a uma
densidade de um transcrito a cada 1,5 cM. Dentre estes se podem citar cinco
constituintes da familia das p-defensinas: DEFB, DEFB1, DEFB4A, DEFB5 e
DEFB7 (Figura 8).

As defensinas (DEFs) sdo peptideos expressos nas células epiteliais e
fagocitos, possuindo atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, fungos, leveduras e virus. O principal mecanismo da atividade

antimicrobiana e citotoxica das DEFs consiste na formagéo de poros nas membranas
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alvo, mas alguns destes peptideos possuem ainda atividade quimiotatica. A sintese de
DEF pode ser constitutiva, como no caso da -defensina 1 ou induzida por infec¢bes
microbianas e/ou por citocinas, como como no caso da B-defensina 4 (Gracia et al.,

2001; Ganz, 2003).

F 5%
———F1%
- . F5%
—— DRY
T AN

Estatistica F
(o] = [ =] [#4] Y (%3] ()] =] 5] [Vu]

* T + * T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35 a0 45 50
BM3507 DEFB BMS3107
Posicdo (chM)

Figura 8: Estatistica F ao longo do BTA27 e mapeamento de transcritos na regido
entre os marcadores flanqueadores do QTL. Resultado da anélise considerando-se o
modelo aditivo + dominante e as caracteristicas resisténcia a carrapatos na época da
seca (DRY) e na época das aguas (RAINY). O eixo X indica a posicao relativa no
mapa genético. As setas indicam a posicdo dos marcadores BM3507 e BMS3107 e
do cluster génico das pB-defensinas (DEFB). As linhas horizontais indicam os niveis
de significancia cromossémico (5% - linha continua, 1% - linha tracejada) e
genémico (5% - linha intermitente). Adaptado de: Machado et al. (2010).

CONCLUSOES

Foram identificados nove genes com potencial influéncia sobre a variagao
fenotipica da resisténcia ao carrapato bovino: IL1A, BLA-DQB, DEFB, DEFB1,
DEFB4A, DEFB5, DEFB7, C2C4A e CD63. Sao necessarios estudos acerca da
expressdo génica diferencial entre animais susceptiveis e resistentes ao referido

parasita para valida-los como candidatos.
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Capitulo 111

IDENTIFICACAO IN SILICO DE SNP E MICROSSATELITES A
PARTIR DE EST DE PELE DE BOVINOS HOLANDES X GIR

RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo a identificacdo in silico de marcadores
microssatélites e SNP a partir de EST derivadas de duas bibliotecas de cDNA de pele
de bovinos Holandés x Gir infestados pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Para a deteccdo de microssatélites, foi utilizada a pipeline d2cluster/CAP3/MISA. O
conjunto de 1.292 sequéncias Unicas permitiu a deteccdo de 168 microssatélites.
Desconsiderando-se 0s mondmeros, a classe mais abundante de microssatélites
foram os dimeros, seguidos pelos trimeros e tetrameros. Ainda desconsiderando-se
0S mondmeros, obteve-se sucesso no desenho de primers para 19 EST-SSR, sendo
qgue somente cinco destas referem-se a regides transcritas a proteinas. Para a
deteccdo de SNP utilizou-se a pipeline RepeatMasker/d2cluster/CAP3/AutoSnp. Para
aumentar a redundancia do conjunto de EST, realizou-se o procedimento de
enriquecimento a partir de sequéncias depositadas em bancos de dados. A
confirmacdo dos SNP foi realizada a partir da inspecdo visual dos arquivos de
qualidade das EST-SNP. Foi possivel detectar 10 SNP a partir de apenas um contig,
sendo este formado por 27 sequéncias, possuindo 652 pb. Ap6s validacdo
experimental dos resultados obtidos in silico, os marcadores moleculares
identificados no presente trabalho poderdo ser utilizados em estudos de mapeamento
gendmico, genética de populacdes, testes de paternidade e para a selecdo de

individuos geneticamente superiores.

PALAVRAS-CHAVE: EST, biblioteca de cDNA, Gir, Holandés

ABSTRACT

The accomplishment of the present study had as objective to identify SNP and
microsatellite markers from EST libraries derived from two cDNA skin Holstein x

Gir cattle infested by Rhipicephalus (Boophilus) microplus. For detection of
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microsatellites, we used the pipeline d2cluster/CAP3/MISA. A total of 168
microssatellites were identified from 1,292 unique sequences. Disregarding the
monomers, the dinucleotide repeat motif was the most abundant SSR, followed by
trimers and tetramers. Still ignoring the monomers, primers were design successfully
for 19 EST-SSR, and only five of these code to proteins. The pipeline
RepeatMasker/d2cluster/CAP3/AutoSNP was used to identify SNP. To increase the
redundancy of the set of EST was carried out the enrichment procedure from
sequences deposited in databases. Confirmation of SNP was performed by visual
inspection of quality files of EST. 10 SNP could be detected from a unique contig
composed of 27 sequences and has 652 bp. After experimental validation, molecular
markers identified in this study can be used in studies of genomic mapping,
population genetics, paternity analyses and assisted marker selection.

KEY WORDS: EST, cDNA library, Gir, Holstein

INTRODUCAO

O carrapato R. (B.) microplus € um dos mais importantes ectoparasitas dos
rebanhos bovinos de regibes tropicais e subtropicais, atingido animais da América
Central, América do Sul, Asia, Africa e Oceania. No Brasil, estima-se que o0s
prejuizos causados pelo carrapato bovino correspondam a US$ 2 bilhGes anuais
(Grisi et al., 2002). Tais prejuizos sao decorrentes da perda de peso, baixa eficiéncia
alimentar, perdas na qualidade do couro, toxicoses, lesdes da pele, anemia e
transmissdo dos agentes etioldgicos da tristeza parasitaria bovina (Gonzales, 1975;
Cordoves, 1997).

Sabe-se da existéncia de diferentes niveis de resisténcia ao carrapato bovino e
que esta é geneticamente herdavel. Assim, uma possibilidade para o controle das
infestacOes é a selecdo de individuos resistentes. Nesse sentido, a identificacdo de
marcadores moleculares que possam auxiliar em tal selecdo torna-se fundamental.

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados para estudos genémicos
estdo os microssatélites (Single Sequence Repeat - SSR) e os polimorfismos de base
unica (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP).

Microssatélites sdo sequéncias curtas, compostas de repeti¢cdes em tandem de

um a seis nucleotideos (Guimardes, 2001). Os microssatélites sdo flanqueados por
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sequéncias supostamente Unicas no genoma e conservados entre individuos da
mesma espécie e até entre espécies relacionadas. Essas sequéncias Unicas servem
como molde para a sintese de primers de microssatélites, que permitirdo a
amplificacdo do segmento de DNA que possui a regido repetitiva, ou seja, a
amplificacdo do loco Unico de microssatelite.

Marcadores microssatélites tém sido bastante utilizados em projetos de
mapeamento por apresentar alto grau de polimorfismo alélico e co-dominancia. Além
disso, estdo amplamente distribuidos pelo genoma de eucariotos, permitem a
automacdo das andlises, sendo que estas possuem confiabilidade e reprodutibilidade,
e 0S mapas genéticos de algumas espécies domésticas de interesse econdmico
possuem alta densidade. O alto grau de polimorfismo observado nos microssatélites
ainda ndo é totalmente compreendido, mas sugere-se que sua origem esteja associada
a ocorréncia de crossing-over desigual entre as cromatides irmas ou a erros de
replicacdo do DNA, em um processo conhecido como slippage ou deslizamento da
DNA polimerase.

Polimorfismos de base Gnica (SNP) séo alteracfes, com frequéncia minima de
1% na populacéo, de uma Unica base entre fragmentos homdélogos de DNA, podendo
ocorrer tanto em regides codificadoras, como em regibes ndo codificadoras do
genoma. Os SNP sdo classificados de acordo com a variacdo de nucleotideos em
transicbes (em que uma base pdrica € substituida por outra purica ou uma base
pirimidica € substituida por outra pirimidica) e transversdes (em que uma base purica
é substituida por uma pirimidica, ou vice-versa).

A grande vantagem da utilizacdo de SNP como marcador molecular consiste
na abundancia de polimorfismos entre alelos de um determinado gene e na ampla
distribuicdo, podendo estar presentes em praticamente todos os locos génicos. No
entanto, a maioria dos marcadores do tipo SNP sdo bialélicos, resultando em pouca
informagdo por loco. Do ponto de vista de mapeamento, de cinco a 10 marcadores
desse tipo fornecem aproximadamente a mesma informacdo que um loco de
microssatélite, de tal forma que os mapas de SNP devem ter densidade maior do que
os de microssatélites para se obter o0 mesmo poder de detec¢do de QTL. Porem, a
densidade necessaria a0 mapeamento fino de QTL sO pode ser obtida com esse tipo
de marcador (Vignal et al., 2002).

Uma das metodologias disponiveis para a identificagdo de marcadores

moleculares consiste na analise de sequéncias obtidas de fragmentos clonados
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(Vignal et al., 2002), como por exemplo, a anélise de etiquetas de sequéncias
expressas (expressed sequence tags — EST), que sdo pequenas sequéncias (200 — 500
nucleotideos) obtidas a partir do sequenciamento de moléculas de cDNA derivadas
do mRNA de interesse. O grande beneficio em se detectar marcadores moleculares a
partir de EST deve-se ao fato da possibilidade de identificacdo de mutagdes que
possuam caracteristicas funcionais (Kim et al., 2003).

Objetivou-se com este estudo a identificacdo in silico de marcadores SSR e
SNP a partir de EST derivadas de duas bibliotecas de cDNA de pele de bovinos

infestados pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

MATERIAL E METODOS

Populacdo Experimental

Foram utilizados animais pertencentes a uma populacdo F2, desenvolvida
pela Embrapa Gado de Leite, derivada do cruzamento entre quatro machos da racga
Holandesa e 27 fémeas da raga Gir. A formacéo detalhada da populacéo foi descrita
por Machado et al. (2010).

Conjunto de EST

As EST utilizadas no presente estudo séo provenientes de duas bibliotecas de
cDNA construidas a partir de amostras de pele de bovinos pertencentes a geracdo F2
da populacdo experimental e classificados como resistentes ou susceptiveis ao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, apos infestagdo artificial pelo referido parasita.
A metodologia detalhada para a construcdo e sequenciamento das bibliotecas foi
descrita por Nascimento et al. (2011).

Identificacéo in silico de EST-SSR

As EST foram clusterizadas com o auxilio do software d2cluster (Burke et al.,
1999) e montadas em contigs a partir do software CAP3 (Huang & Madan, 1999). Os
parametros utilizados para o CAP3 (Huang e Madan, 1999) foram similaridade e
overlap minimos de 95% e 50 pb, respectivamente, e para o d2cluster (Burke et al.,

1999), similaridade minima de 80%. As EST que ndo formaram contigs foram
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denominadas singletons. Esse procedimento possibilitou a obtencdo de um conjunto
de sequéncias Unicas formado por contigs e singletons.

A identificacdo e a localizacdo de microssatélites perfeitos e compostos,
sendo estes caracterizados por possuir uma interrupcdo em seu motif, foram
realizadas com o auxilio do software MISA (Thiel et al., 2003), considerando-se 0s
pardmetros default. Assim, foram classificadas como microssatélites as sequéncias
que apresentaram motifs entre um a seis nucleotideos e 0s seguintes numeros
minimos de repeticdo: dez repeticbes para mononucleotideos, seis para
dinucleotideos e cinco para tri, tetra, penta e hexa-nucleotideos. Considerou-se 100
nucleotideos o nimero maximo de interrupcbes entre dois SSR contidos em uma

estrutura composta.

Identificacéo in silico de EST-SNP

As regides de baixa complexidade das EST foram mascaradas utilizando-se o
software RepeatMasker. Posteriormente, realizou-se o alinhamento das EST contra o
banco de dados de traces de bovinos do NCBI (disponivel para download em:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/TraceDB/bos_taurus/), a partir do software Megablast
(Zhang et al., 2000). A sequéncia em formato FASTA e o respectivo arquivo de
qualidade das sequéncias que apresentaram identidade minima de 90% e hit score
minimo de 100 nucleotideos, com as EST do presente estudo, foram adicionados ao
conjunto de dados, constituindo um banco de dados local. O procedimento de
enriquecimento a partir de sequéncias depositadas em bancos de dados é de extrema
importancia em situacdes em que o conjunto de dados original é constituido por um
numero reduzido de sequéncias, na medida em que um dos parametros considerados
para a deteccdo de SNP é a redundancia do conjunto de EST utilizado.

As sequéncias do banco de dados local foram clusterizadas com o auxilio do
software d2cluster (Burke et al., 1999) e montadas em contigs a partir do software
CAP3 (Huang & Madan, 1999). Os parametros utilizados para o CAP3 (Huang e
Madan, 1999) foram similaridade e overlap minimos de 95% e 50 pb,
respectivamente, e para o d2cluster (Burke et al., 1999), similaridade minima de
80%. A identificacdo de SNP foi realizada com o auxilio do software AutoSNP
(Barker et al., 2003), sendo que os polimorfismos foram definidos como uma posigéo
da sequéncia consenso em que um determinado numero de reads possui diferentes

nucleotideos. O nimero de reads que contéem a mudanca de base deve ser maior do
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que a redundancia minima definida para o contig, o qual estd relacionada com o
namero de reads que o formaram. Para cada contig que contém até sete sequéncias,
a redundancia minima é dois; entre oito e 11 sequéncias, a redundancia minima é
trés; entre 12 e 19 sequéncias, a redundancia minima é quatro; e para 20 ou mais
sequéncias, a redundancia minima é cinco. Esses valores conservativos sdo utilizados
para limitar o efeito da acumulagéo de erros derivados da associagdo de um grande
namero de reads.

Como medida da confiabilidade das analises, foi calculado o score de co-
segregacgdo entre os SNP localizados em um mesmo contig. A inexisténcia de co-
segregacgdo implica na reducdo da possibilidade do polimorfismo representar uma
variacdo genética verdadeira.

Realizou-se uma inspecdo visual dos arquivos de qualidade das EST-SNP,
garantindo-se um PHRED score minimo igual a 20. Tal procedimento teve como
objetivo minimizar a possibilidade de que os SNP identificados fossem derivados de

erros de sequenciamento.

Anotagéo Funcional

Para obter informacbes acerca da funcdo génica relacionada aos
microssatélites e SNP detectados, as EST-SSR e EST-SNP foram comparadas ao
banco de dados de transcritos RefSeq utilizando-se a versdo on line do programa
BLASTX (Altschul et al., 1990), considerando-se um E-value < 10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacéo in silico de EST-SSR

Foram agrupadas 2.700 EST, a partir do programa CAP3 (Huang e Madan,
1999), formando uma sequéncia consenso para cada contig. O conjunto de 1.292
sequéncias Unicas, representando possiveis transcritos bovinos, foi formado por 458
contigs e 834 singletons.

O conjunto de sequéncias Unicas, representando aproximadamente 0,57 Mb,
foi submetido ao software MISA, permitindo a deteccdo de 168 SSR em 157

sequéncias, sendo que apenas 10 destas apresentaram mais de um SSR. Os
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mononucleotideos foram o tipo mais abundante, apresentando uma frequéncia de
77,97%, seguidos pelos di (7,74%), tri (5,36%) e tetranucleotideos (0,60%). Foram
observados dez SSR em formacdo composta, representando 3,57%. As frequéncias
dos diferentes tipos de SSR estdo apresentadas na Figura 1. O numero médio de
repeticdes entre todos os motifs analisados foi de 13,93, variando de 5 repeticdes em

tri e tetra-nucleotideos a 30 em mononucleotideos.
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Figura 1: Frequéncia dos diferentes tipos de microssatélites (motifs de 1-4 unidades)
identificados nas bibliotecas de pele de bovinos. Os nimeros sobre as barras indicam

a porcentagem de cada tipo de microssatélite em relacéo ao total.

Os resultados apresentados indicam que a frequéncia dos diferentes tamanhos
de unidades de repeticdo dos SSR detectados nas bibliotecas de pele de bovinos €
variavel, sendo que os menores motifs foram predominantes. Quando o comprimento
das unidades de repeticdo aumenta, suas ocorréncias diminuem. Isso pode ser
explicado pelo fato de que longas repeticdes possuem altas taxas de mutagoes, e por
conseguinte, sdo menos estaveis (Wierdl et al., 1997).

Os SSR identificados apresentaram dois diferentes motifs para mono-; trés
para di-, seis para tri- e um para tetranucleotideos. Entre os mono-, o motif mais
frequente foi A/T, representando 99,28%; entre os di-, AC/GT e AT/AT, cada um
representando 38,89%; entre os trinucleotideos, AAG/CTT e AAT/ATT, cada um
representando 20% (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo de motifs nos diferentes tipos de microssatélites,

considerando-se a sequéncia complementar.

Motifs NUmero de Repeti¢des

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 >15 Total

AIT - - - - - 22 13 12 6 8 20 57 138
CIG - - - - - 1
AC/GT - 3

AG/CT - 3

AT/IAT - 3 2 2
AAC/GTT 1
AAG/CTT 2
AATIATT 1
AGC/CTG 1

AGG/CCT 1
CCG/CGG 1 2
AAAC/GTTT 1

P WRRPNNRERND PR

Total 168

A maioria dos estudos para mineracdo de SSR a partir de EST em espécies
animais, presente na literatura consultada, desconsidera a classe dos
mononucleotideos (Rohrer et al., 2002; Serapion et al., 2004; Perez et al. 2005; Ju et
al., 2005; Yan et al., 2008; Nie et al, 2011). Tal fato pode ser justificado pela
ocorréncia de altas taxas de insercdo ou delecdo durante a replicacdo enzimatica in
vitro de homopolimeros compostos por oito ou mais nucleotideos (Shind et al., 2003;
Fazekas et al., 2010), devido ao processo de slippage. Estas altas taxas de mutacdo
podem causar altas taxas de erros de genotipagem, diminuindo a acurécia das
analises genémicas. Além disso, a qualidade das sequéncias ap6s uma repeticdo
mononucleotidica composta por 10 ou mais bases é muitas vezes bastante reduzida,
inviabilizando o desenho de primers a partir das sequéncias flanqueadoras.

Desconsiderando-se 0os monomeros, a classe mais abundante de SSR
encontrada no presente estudo passa a ser os dimeros, seguidos pelos trimeros e
tetrameros. Tal resultado esta de acordo com estudos empregando-se bovinos (Yan et
al., 2008), suinos (Nie et al, 2011), zebrafish (Ju et al., 2005) e camarao (Serapion et
al., 2004). O motif mais frequente em dinucleotideos foi AC/GT, assim como o
encontrado por Yan et al. (2008) e Nie et al. (2011). Tal resultado é consistente com
0 esperado para mamiferos, pois poli(GT) sdo as repetices mais frequentes,
aparecendo em aproximadamente 5 a 10 x 10* locos individuais (Regitano &
Veneroni, 2009).
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Obteve-se sucesso no desenho de primers para 139 EST-SSR (83%), sendo
que 84,17% destas referem-se a sequéncias de mono-; 8,63% de di-; 4,32 % de tri-;
0,72% de tetranucleotideos e 2,88% a formacGes compostas. As sequéncias
remanescentes ndo apresentaram regido flanqueadora com tamanho adequado para o
desenho de primers. As informagdes acerca das sequéncias foward e reverse e
tamanho (pb) dos primers, temperatura de melting (°C) e tamanho esperado do
produto da amplificacdo (pb) encontram-se na Tabela 2. Os resultados obtidos para
monodmeros e formacgdes compostas foram omitidos.

Realizou-se a anotacdo das EST-SSR a partir das quais foi possivel o desenho
de primers. Foram consideradas apenas as sequéncias de EST que contém di-, tri- e
tetranucleotideos. Das 19 EST-SSR analisadas, somente cinco referem-se a genes
(Tabela 3). Tal resultado ja era esperado, na medida em que SSR tém sido detectados
principalmente no interior de regides ndo codificantes do genoma.

Ao analisar a Tabela 3, pode-se perceber que nenhuma das EST-SSR
detectadas foram mapeadas nos cromossomos bovinos onde Machado et al. (2010)
detectaram QTL para resisténcia ao carrapato, sendo que estes autores empregaram a

mesma populagdo experimental do presente estudo.
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Tabela 2: Sequéncias foward e reverse, tamanho e temperatura de melting dos primers e tamanho esperado do produto gerado para 0s
SSR detectados a partir de duas bibliotecas de cDNA de pele de bovinos Holandés x Gir.*

Id* Motif Forward (5'-3") Tm®* Tam* Reverse (5'-3") Tm®> Tam® TamP’
SSR1 (TA)9 GGCGTTTAGAGATAAGGCCC 60,061 20 GCCTTCAAAATCCCATCAGA 60,01 20 189
SSR2 (TG)6 CTGCCATCTCCTCACTGACC 60,829 20 GCCTTGTTCTTTATTGCCCA 60,07 20 101
SSR3 (AG)8 CCAAAATGGCCAGTGAAAAT 59,801 20 ACCGGTCTATGTTTTGTGGG 59,71 20 204
SSR4  (GT)7 ACTCTGGACCTCCCACCTCT 60,112 20 GTGGGTAAGACTGCACTCCC 59,58 20 143
SSR5 (AT)6 TCAGTACCATTTTTCTAGGTTCCA 59,098 24 GTACAGCTGCAACCACCTCA 59,91 20 227
SSR6 (AT)6 TCATGCATCTATATTATCATTTTCTGT 57,460 27 CTGGAATCTACAGGCACAGC 58,47 20 144
SSR7 (AC)7 TGGTTGTCATCAAAGAGGCA 60,240 20 GTTCTGTCCATGTCCTGGCT 60,12 20 267
SSR8 (AT)7 CCAGGACATGGACAGAACCT 59,962 20 TCCATCCGTGTTGTCACAGT 60,01 20 174
SSR9 (AT)9 GGTTGTCCTGCTAAGGATGC 59,700 20 ATGAACCCAAACAAAACCCA 60,07 20 157
SSR10 (TC)6 TGCAGACAGAGGAGCAGAGA 60,005 20 GAATTGTCCTTCCAAGCCAG 59,67 20 255
SSR11 (AG)6 TGAGACGGAGTGTGTTGGAG 59,864 20 TCTTTCCAAGGTCTGCCAGT 59,84 20 267
SSR12 (AG)6 TATCAAAGGGCCACCAGAAG 60,066 20 TCCACCCCAAACTGTTCCTA 60,35 20 121
SSR13 (AGA)6 GAGGTCAGACTCCCAAGGTG 59,682 20 CTTCTTCTTGCCAAAGGTGG 59,85 20 122
SSR14 (CAG)5 CCTATGGAGGCCTGTCTGTC 59,679 20 ATGGTCACCTTCTCACTGCC 60,12 20 253
SSR15 (AAC)6 TTGGGCTGAACACTAGTCCC 60,111 20 AGCGTGGATGTTGGATGTTT 60,39 20 277
SSR16 (TTC)6 GTCAGCCTGCACTTGTGCTC 62,203 20 GAGCTGCGCCATTTACTTTC 59,99 20 205
SSR17 (GCG)5 CGCTGAGCCTAGAAGGAAGA 59,8563 20 CGGAGAAGATGGGGAGTTC 59,60 19 194
SSR18 (CCT)8 CTCAGATGTTCACGTCACGC 60,473 20 CATCAGCAGAACTTGGACCC 60,66 20 103
SSR19 (TGTT)5 TGGTCACTCTTTCTGCACCA 60,440 20 CAAGGAGGTAGGTTAGAAAAATGG 594 24 121

'0s resultados referentes a mononucleotideos e formacdes compostas foram omitidos.
?|dentificacdo

*Temperatura de melting em °C

*Tamanho do primer em pares de bases

*Tamanho do produto da amplificacdo dos primers em pares de bases
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Tabela 3: Anotacdo génica das EST-SSR detectadas a partir de duas bibliotecas de
pele de bovinos Holandés x Gir*

Identificacdo < BTA ]
40 SSR Motif Gene Simbolo ID
Dominio enoil-
CoA hidratase-
SSR12 (AG)6 9 FIMDK4 ENSBTATO00000005072

contendo proteina
1

40S ribossomal

N
(o]

SSR13  (AGA)6 proteina S30

Queratina, tipo |

RS30 ENSBTATO00000027728

SSR14 (CAG)5 19  docitoesqueleto, F1MC11 ENSBTAT00000036393

14
RNA helicase

SSR16 (TTC)s 21 ATP-dependente A6H7B6 ENSBTAT00000004441

DDX24
Ciclina-D1

SSR18  (CCT)s 29  especificade ~ CCND1 ENSBTAT00000023277

G1l/s

Anotacéo das EST-SSR cuja sequéncia flanqueadora permitiu o desenho de primers.

Os resultados referentes a mononucleotideos e formagdes compostas foram omitidos.

Identificacgéo in silico de EST-SNP

Um total de 2.700 EST de alta qualidade e livres de contaminantes foi
submetido a alinhamento contra as sequéncias depositadas no banco de dados de
traces de bovinos do NCBI (disponivel para download em:
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/TraceDB/bos_taurus/). Como resultado, foram obtidas
1.722 sequéncias com elevada similaridade com as EST derivadas das bibliotecas de
cDNA utilizadas no presente estudo, sendo entdo empregadas para aumentar a
redundancia do conjunto de dados original. Assim, 4.422 sequéncias foram
submetidas a pipeline d2cluster/Cap3 gerando 516 contigs. Com o auxilio do
software AutoSNP (Barker et al., 2003), foram identificados 12 SNP em apenas um
contig, sendo este denominado contig 5 (Figura 2). O contig 5 possui 652 pb e foi

formado por 27 sequéncias, sendo uma destas derivada do conjunto de dados original
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e as demais, das sequéncias depositadas no banco de dados de traces do NCBI.

SNP1

SNP2

SNP3

SNP4

Posigdo
Consenso

gnl|ti| 175071033 eds10e09.y1
gnl|ti| 175071032 eds15b03.x1

gnl|ti| 175071034 eds14d06.y1
gnl | ti] 126976006 cbx13h07.y1
gnl|ti| 126976007 cbx12c06.y1
gnl|ti| 126976005 cox20h11.y1
gnl|ti| 126976003 cbx18g02.x1

Posicdo

Consenso

gnl|ti| 175071036 eds03a01.y1
gnl|ti| 175071035 eds12h11.x1
gnl|ti| 175071033 eds10e09.y1
gnl|ti| 175071032 eds15b03.x1

gnl|ti| 175071034 eds14d06.y1
gnl | ti| 126976006 cbx13h07.y1
gnl | ti| 126976007 cbx12c06.y1
znl|ti| 126976005 cbx20h11.y1
7nl|ti| 126976003 cbx18g02.x1

Posigéo

Consenso

GAAATAAGGATAGCTCAGTGAGGARATTCAGTGGAGARAA*GAGGCTGAATAR
AGGATAGCTCAGTGAGGAAATTCAGTGTAGAAAA-GAGGCTGAATAATTCAGC

AGGATAGCTCAGTGAGGAAATTCAGTGTAGAAAA-GAGGCTGAATAATTCAGC
AGGATAGCTCAGTGAGGAAATTCAGTGTAGAAAA-GAGGCTGAATAATTCAGC
AGGATAGCTCAGTGAGGARATTCAGTGGAGAAAA-GAGGCTGAATAATTCAGC
AGGATAGCTCAGTGAGGAAATTCAGTGGAGAAAA-GAGGCTGAATAATTCAGC
AGGATAGCTCAGTGAGNAAATTCAGTGGAGAAAAAGAGGCTGAATAATTCAGC
ACGCATAGCTCAGTCGAGGARATTCACTCCAGARRA —GACGCGCTCGAATAATTCAGC

e e S S S {1 e 313’
AAGGTAAGAGAAAGAA(‘.‘GACZ-LTG‘:GTGI-\GACCAA.G'.I‘.‘'I‘TCAGTGAACAAGGC‘I
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTC GTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTC GTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTC GTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGARAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTC GTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTC GTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTCGGTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTCGGTGAACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAGCGACATGGTGAGACCAAGTTTCGGTACACAAGGC
AAGGTAAGAGAAAGAACGACATGGTGAGACCAAGTTTCGGTGAACAAGGC

'GAACRAGGCCCGCACTTTATTTTCCAA

gnl |‘ti | 175071037 eds0dan7.xl SAACARGGCCCGCACTTTATTTTCCAA

gnl|ti| 175071036 eds03a01.y1 CAACAAGGCCCGCACTTTATTTTCCAA
gnl|ti|175071035 eds12h11.x1 GARCARGGCCCGCACTTTATTTTCCAA
175071033 eds10e09.y1 CAACAAGGCCCGCACTTTATTTTCCAA
anl [i| 175071032 eds15b03.x1 GAACAAGGCCCGCACTTTATTTTCCAA
onl 1] 175071024 eds1ddos.y1 CAACAAGGCCCGCACTTTATTITCCAR
gnl|ti| 126976006 cbx13h07.y1 GAACAAGGCCTGCACTTTATTTTCCAA
gnl |ti] 126976007 cbx12c06.y1 GRACRAGGCCTGCACTTTATTTTCCAR
anl|ti| 126976005 chx20h11.yl ACACRAGGCCTGCACTTTATTTTCCAR
30l |1i|126976003 cbx18g02.x1 GAACRAGGCCTGCACTTTATTTTCCAR

gnl|ti

Posi¢do

ConsZnsQ CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATGCATAGAGGATAATGCCGGAR
gnl|ti| 175071039 eds08h12.y1 CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATCGCATAGACGATAATCCGGGAR
gnl|ti|175071040 eds07h12.x1 CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTARCTTATGCATAGAGGATAATCGGEGARA
gnl|ti| 175071037 eds04a07.x1 CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAACGTTATGCATAGAGGATAATGEGEGAR

gnl|1i|175071038 eds02b09.yl CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAACTTATGCATAGACGCATAATCCCECAR
3nl|1i]175071026 eds03a01.yl CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATGCATAGAGGATAATGECEGAR
gnl|ti|175071035 eds12h1l.x1 CACTTTATTTTCCARAGTAGTTTTTATACCTTARCGTTATGCATAGAGCGATAATGGGGGAR
gnl|ti| 175071032 eds10e09.y1 CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATGCATAGAGGATAATGGGGGAR
gnl|i| 175071032 eds15b03.x1 CRACTTTATTTTCCRAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATGCATAGAGGATAATGGEGGAR
gnl|ti| 175071024 eds14dos.yl CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAAGTTATGCATAGAGGATAATGGGGCAR
gnl|i| 126976006 cbx13h07.y1 CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTARGTTATCTATAGAGGATAATGGGGGAR
gnl|ti| 126976007 cbx12c06.yl CACTTTATTTTCCAAACTACTTTTTATACCTTARCTTATCTATACACCATAATCCCCCAR
gnl|ti| 126976005 cbx20h1lyl CACTTTATTTTCCAAAGTAGTTTTTATACCTTAACTTATCTATACGAGCATAATCGCGCGGCAR
gnl|ti| 126976003 cbx18g02.x1 CACTTTATTTTCCARAGTAGTTTTTATACCTTARCGTTATGTATAGAGCGATAATGCGCGGGAR
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SNP5 e SNP6

SNP7

Posigdo

Consenso

gnl|ti| 175071045 eds09e06.y1
gnl|ti| 175071039 eds08h12.y1
gnl|ti| 175071040 eds07h12.x1
gnl|ti| 175071037 eds04a07.x1
gnl|ti| 175071038 eds02b09.y1

znl|ti| 175071036 eds03a01.y1
gnl|ti|175071035 eds12h1l.x1
gnl|ti| 175071033 eds10e09.y1
gnl | ti| 175071032 eds15b03.x1

gnl|ti| 175071034 eds14d06.y1
gnl |ti| 126976006 chx13h07.y1

gnl |ti| 126976007 chx12c06.y1
gnl |ti| 126976005 cbx20h11.y1
gnl | ti| 126976003 chx18g02.x1

Posigdo
Consenso
Bs_Res_B8G03 6220622 ESD
gnl|1i]126976012 chx17d04.x1
gnl || 126976013 chx13h02.y1
gnl|ti| 175071043 eds05b05.x1
gn”tﬂ]?50?1044ed514h0&x1
gnl|ti| 126976011 cbx20d05.y1
gnl|ti| 175071045 eds09e06.y1
gnl|ti| 175071041 eds02e04.y1
gnl|1i| 175071042 eds08f07.x1
gnl|ti| 175071047 eds14b01.x1
gnl|ti| 175071039 eds08h12.y1
gnl|ti| 175071040 eds07h12.x1
gnl|ti| 126976014 chx14203.y1
gnl|ti| 175071037 eds04a07.x1
gnl|ti| 175071038 eds02b09.y1
gnl|ti| 175071036 eds03a01.y1
gnl|ti| 126976015 chx16f05.y1
gnl|ti| 175071035 eds12h11.x1
enl|ti| 126976017 chx04f09.x1
gnl|ti| 175071033 eds10e09.y1
gnl|ti| 175071032 eds15b03.x1
gnl || 175071034 eds14d06.y1
gnl|ti| 126976006 cbx13h07.y1
Enl|ﬁ|1269?600?cbx1200&y1
gn”t”lEGS?EDDSCbx2Dh1Ly1

!

GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCARAGCCAGGCTTTCTTCCTGCAAACTTATCATA

GEAAGGGGTAGAGTCATGCAGTARGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GEAAGGEETAGAGTCACGCAGCARGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATR

GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCAAACTTATCATA
GGARAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGARAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCAGGCAGCAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCATGCAGTAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCATGCAGTAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGAAGGGGTAGAGTCATGCAGTAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA
GGARAGGGGTAGAGTCATGCAGTAAGCCAGGCTTTCTTCCTGCARACTTATCATA

GTTACAAACATTAARCCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARGCTACTATTTACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACH

GTTACARACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACA

GTTACAAACATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARAGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACKH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARCCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACKH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARCCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAAAGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAAACATTAARCGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACA

GTTACAAACATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACH
GTTACAARCATTAARGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACA
GTTACARRCATTARRGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACA

GTTACAARCATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACA
GTTACAARCATTAARGCTACTACTCACACCAATTATATTAATCAATACA
GTTACARRACATTAAAGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACA
GTTACARRCATTAARGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACA
GTTACAARCATTAARGCTACTACTTACACCAATTATATTAATCAATACA
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SNP8

SNP9

SNP10

Posigdo
Consenso
Bs_Res BBG03 6220622 ESD
gnl |ti] 126976012 chx17d04.x1
gnl |ti| 126976013 chx13h02.y1
gnl|ti| 175071043 eds05b05.x1
gnl|ti| 175071044 eds14h06.x1
gnl|ti| 126976011 chx20d05.y1
gnl|ti| 175071045 eds09e06.y1
gnl|ti| 175071041 eds02e04.y1
gnl | ti] 175071042 eds08f07.x1
gnl|ti] 175071047 eds14b01.x1
gnl|ti| 175071039 eds08h12.y1
gnl | ti] 175071040 eds07h12.x1
gnl | ti] 126976014 chx14e03.y1
gnl|ti| 175071037 eds04a07.x1
gnl|ti| 126976015 chx16f05.y1
gnl|ti| 175071035 eds12h11.x1
gnl|ti] 126976017 chx04f09.x1

Posigio

Consenso
Bs_Res B8G03 6220622 ESD
gnl | ti| 126976012 chx17d04.x1
gnl | ti| 126976013 chx13h02.y1
gnl |i| 175071043 eds05b05.x1
enl |‘ti | 175071044 eds14h06.x1
gnl |ti| 126976011 chx20d05.y1
gnl|ti| 175071045 eds09206.y1

gnl |ti| 175071047 eds14b0L.x1
gnl |ti| 126976014 chx14203.y1
gnl |ti| 126976015 chx16f05.y1
gnl || 126976017 chx04f09.x1

gnl|ti| 126976016 chx10h10.y1

Posicdo

Consenso

gnl|ti| 175071045 eds09e06.y1
gnl|ti| 175071047 eds14b01.x1
gnl |ti| 126976014 chx14e03.y1
gnl |ti| 126976015 cbx16f05.y1

gnl|ti| 126976017 chx04f09.x1
gnl|ti| 126976016 chx10h10.y1

TCACATGTGGCCGGRARARARAACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGRAAARA—CCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGRAARARACGTATTCAGGCAGEGCTAGAGGATTTCCARARGEGAG
TCACATGTGGCCGGAARRAACGTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGAARRAACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGAARARACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARARGGAG
TCACATGTGGCCGGARAARACGTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARAGGAG
TCACATGTGGCCGGRARARACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARRGGAG
TCACATGTGGCCGGRAARARAACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGARAARACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARARGGAG
TCACATGTGGCCGGRAARARACCTATTCAGGCAGEGCTAGAGGATTTCCARARGEGAG
TCACATGTGGCCGGRAARRAACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGAARRAACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCAARGGAG
TCACATGTGGCCGGAARARACGCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARAAGGAG
TCACATGTGGCCGGARARARACCTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARRAGGAG
TCACATCGTGGCCGGARAAACGTATTCAGGCAGGCTAGAGGATTTCCARAGGAG
TCACATGTGGCCGGAARRRCGTATTCACGGCAGGCTAGAGGATTTCCAAAGGAG
TCACATGTGGCCGGAARARRCGTATTCACGGCAGGCTAGAGGATTTCCAAAGGAG

TARAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGEGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTACGTGGGEGACAGCCCCCCATAAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTACGTGGGGGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGEGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGEGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG
TAAGCTAAGTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGGGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGGGACAGCCCCCCGTARAAGTC

TAAGCTAAGCTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGGGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG

TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGEEGCGACAGCCCCCCETARAAGTCAGAG
TAAGCTAACTTTTT TCAGAGAGGTAGTGGEEGCGACAGCCCCCCETARAAGTCAGAG
TAAGCTARCTTTTTTCAGAGAGETAGTGGEEEGACAGCCCCCCETARAGCTCAGAG
TARAGCTARCTTTTTTCAGAGAGETAGTGEEEEACAGCCCCCCETARAGTCAGAG

TAAGCTAACTTTTTTCAGAGAGGTAGTGGGEGACAGCCCCCCGTAAAGTCAGAG

GCAGACTCTGGTTTTGGEEETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC
GCAGACTCTGGTTTTGEGEEETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC
GCAGACTCTGGTTTTGEGEEETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC
GCAGACTCTGGTTTTGGGEETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC

GCAGACTCTGGTTTTGGGEETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC
GCAGACTCTGGTTTTGGGEGETACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC

GCAGACTCTGGTTTTGGGGGTACATTGCTCGAGAATTTCCAGGGAGAC

Figura 2: Alinhamento entre as sequéncias contidas nas regides de deteccdo de SNP.

Os polimorfismos estdo indicados pelas seguintes cores: vermelho, verde, amarelo e

azul. Os tracos indicam gaps e 0s numeros, a posicao dos nucleotideos. A = adenina,

G = guanina, T = Timina, C = citosina.
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Informacdes acerca das ragas dos animais utilizados para a geracdo das 26
sequéncias extraidas do banco de dados, assim como o tecido utilizado nas anélises
ndo estdo disponiveis. Sabe-se apenas que tais sequéncias sdo derivadas de uma
biblioteca gendmica, cujos dados ndo foram publicados.

Recomenda-se que apenas reads de alta qualidade sejam utilizadas para a
deteccdo de SNP (Wang et al., 2011). Assim, realizou-se uma inspec¢éo visual dos
arquivos de qualidade das sequéncias, garantindo-se um PHRED score minimo de
20. Como resultado, foram confirmados 10 SNP (Tabela 4).

Tabela 4: SNP identificados a partir de duas bibliotecas de cDNA de pele de bovinos

Holandés x Gir.

Distribuicéo Alelica NUmero de .
SNP  Alelol Alelo?2 . Classificacao
Alelo 1 Alelo2  Sequéncias

SNP1 T G 3 4 7 Transversao
SNP2 A G 5 4 9 Transverséo
SNP3 C T 6 4 10 Transicao
SNP4 T C 4 9 13 Transicao
SNP5 T G 5 9 14 Transverséo
SNP6 T C 5 9 14 Transicao
SNP7 T C 11 14 25 Transigéo
SNP8 C G 10 7 17 Transverséo
SNP9 C G 8 4 12 Transverséo
SNP10 C G 4 2 6 Transverséo

Investigando-se a distribuicdo de reads nas diferentes regibes do contig 5
onde foram detectados SNP, pode-se perceber uma variacdo de seis a 26 reads, sendo
que apenas SNP7, SNP8 e SNP9 estdo localizados em regides que contém a
sequéncia derivada do conjunto de dados original. A menor frequéncia alélica variou
de dois, no SNP10, cujo loco contém cinco EST; a 15 no SNP7, cuja regido de
deteccdo foi formada a partir de 25 EST.

Apesar do numero de sequéncias que formam os contigs ser um importante
parametro, a distribuicdo alélica € o principal indicador da qualidade do SNP
detectado, sendo que quanto maior for a frequéncia alélica minima, maior serd a

probabilidade de um SNP representar um polimorfismo real. Assim, SNP detectados
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a partir de um contig formado por pelo menos quatro sequéncias, possuindo menor
frequéncia alélica de no minimo dois, apresentam relativamente uma alta taxa de
validacdo (Wang et al., 2011).

Com base nas substituicdes nucleotidicas, os SNP foram classificados em
transversoes (purina <> pirimidina) ou transi¢des (purina <> purina ou pirimidina <
pirimidina). Puderam-se observar seis transversdes e quatro transicoes.
Considerando-se 0 genoma completo, apesar de haver maior possibilidade de
ocorréncia de transversdes, dados gerados a partir de EST de mamiferos indicam um
enorme viés de transi¢cBes. Uma das razBes bioldgicas para esse viés € a alta taxa de
desaminacdo da 5-metil citosina a timina em dinucleotideos CpG (Vignal et al.,
2002). Consequentemente, altas frequéncias de SNP como TC e AG sdo geradas.
Foram observados, na literatura consultada, valores de 1,4; 2,36 e 2,44 para a razao
transicdo/transversdo no genoma de humanos (Vignal et al., 2002), galinhas (Vignal
et al., 2002) e suinos (Nie et al., 2011), respectivamente.

Apesar de a maioria dos SNP serem detectados em espacos intergénicos, sem
funcdo determinada, também podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcéo
regulatoria. O contig 5 refere-se a proteina dermoquina (DMKN), cuja funcéo
relaciona-se a diferenciacdo de queratindcitos (Matsui, 2004). O gene DMKN esta
localizado no BTA18, sendo que nenhum QTL para resisténcia a carrapatos foi
mapeado no referido cromossomo por Machado et al. (2010).

Foram encontrados, na literatura consultada, relatos sobre o aumento da
expressdo de DMKN em doencas inflamatorias (Naso et al., 2007), no entanto, no
capitulo dois do presente trabalho, a expressdo do referido gene manteve-se
constante entre amostras de pele de bovinos coletadas antes da infestacdo por
carrapatos e também as 24 e 48 horas ap6s a infestacdo. Os contrastes foram
formados entre animais resistentes e susceptiveis ao carrapato e dentro de um mesmo

grupo fenotipico, de acordo com os tempos de coleta do tecido.

CONCLUSOES

As EST derivadas de duas bibliotecas de pele de bovinos Holandés x Gir
foram sistematicamente mineradas para a deteccdo de SSR e SNP. Apesar das

bibliotecas ndo terem sido desenvolvidas para tal proposito, ndo sendo enriquecidas
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por meio de métodos que promovam a clonagem preferencial de fragmentos, foi
possivel a deteccdo das referidas estruturas. Sera necessaria a validacao experimental

dos resultados obtidos in silico.
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CONCLUSOES GERAIS

A analise de EST a partir de ferramentas de bioinformatica permite a
obtencdo de valiosas informagdes acerca da influéncia génica sobre fendtipos que
estdo sob determinada condicdo ambiental, no momento da extragdo do mRNA. No
entanto, apesar da indiscutivel contribuicdo da bioinformatica na identificacdo de
diferencas de expressdo génica e de marcadores moleculares, a necessidade de
validagdo experimental dos dados é indispensavel.

No Capitulo I, foi possivel a deteccdo de diferencas de expressdo dos genes
PCOLCE, MGST3, SOD1, CYB5R1 e CFH, entre amostras de pele de animais
resistentes e susceptiveis ao carrapato, no decorrer do tempo. Observou-se uma
maior expressdo de MGST3, SOD1 e CYB5R1 nos animais susceptiveis nas
primeiras 24 horas apés a infestacdo e de CYB5R1, nas primeiras 48 horas. Nos
animais resistentes, observou-se maior expressdo de PCOLCE e CFH nas primeiras
24 horas apoOs a infestacdo. Tal regulacdo génica indica que a infestacdo por
carrapatos induz um complexo conjunto de respostas imunolégicas no hospedeiro.

No Capitulo 1, o mapeamento fisico de transcritos dentro do intervalo de
confianca de QTL para resisténcia ao carrapato bovino, permitiu a identificacdo de
nove genes com potencial influéncia sobre a variacdo fenotipica da resisténcia ao
referido parasita: IL1A, BLA-DQB, DEFB, DEFB1, DEFB4A, DEFB5, DEFB7,
C2C4A e CD63. Serdo necessarios estudos acerca da expressdo génica diferencial
entre animais susceptiveis e resistentes ao carrapato para valida-los como candidatos.

No Capitulo Ill, o conjunto de EST foi sistematicamente minerado para a
deteccdo de SSR e SNP. Apesar das bibliotecas ndo terem sido desenvolvidas para
tal propdsito, ndo sendo enriquecidas por meio de métodos que promovam a
clonagem preferencial de fragmentos, foi possivel a deteccdo das referidas estruturas.
Serd necesséria a validacdo experimental dos resultados obtidos in silico. A
identificacdo de EST-SSR e EST-SNP é bastante Gtil para o desenvolvimento de
marcadores moleculares, os quais podem ser utilizados em estudos de mapeamento
gendmico, genética de populacdes, testes de paternidade e para a selecdo de
individuos geneticamente superiores (sele¢do assistida por marcadores - marked

assisted selection - MAS).
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Os resultados obtidos no presente trabalho e apresentados nos diferentes
capitulos sdo relevantes e contribuem para um maior entendimento acerca da

gendmica envolvida na resisténcia ao carrapato bovino.
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