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DESCOBRINDO GENES EXPRESSOS NA GLANDULA MAMARIA E
RELACIONADOS A OCORRENCIA E CONTROLE DA MASTITE BOVINA.,

Autor: ADILSON FERREIRA DA MOTA
Orientador: Prof. Dr. LUIZ LEHMANN COUTINHO

RESUMO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercid do mundo com sua producéo baseeda,
predominantemente, em animais de origem zebuina (Bos indicus), com niveis do potencid
genético de producdo inferiores aos animais Bos taurus. Com a possibilidede de emprego de
técnicas de genética molecular, a selecdo de individuos melhoradores para acasdlamento e
multiplicacdo repercutem nos indices de produtividade e producédo. A utilizacdo de melhores
métodos de estudo da variagdo genética no nivel molecular representa beneficios especiamente
nos casos de resisténcia a doencas, jaque caracteristicas apresentam baixa herdabilidade e
sdo dfetadas pelo ambiente. O estudo da genética molecular visando o aumento da salide da
gléhdula maméria de bovinos apresenta a vantagem de poder selecionar animais em idades
precoces, antes da producéo, para ambos 0S Sexos €, no caso dos machos reprodutores, sem a
necessidade de aguardar por informagdes da salide da glandula maméria observada somente na
descendénciados animais. Paraidentificar genes com responsabilidade de conferir ressténciaa
madtite boving, a doenca mais importante da bovinocultura, foram redizados diversos
experimentos que envolveram um gene do complexo principa de histocompatibilidede (MHC —
Major Histocompatibility Complex). Os experimentos com 0 gene BoLA-DRB3, do MHC,
permitiram identificar um aelo novo, desenvolver uma técnica mais eficiente de genotipagem de



animais e verificar a digtribuicdo dos delos em animais da raca Gir Leiteira. Foram também
congtruidas hiliotecas de cDNA utilizando a metodologia de ORESTES e tecido de glandula
mamaria de animais europeus e zebuinos infectados com Staphylococcus aureus. 6.481
sequéncias expressas (ESTS), obtidas por meio da metodologia de ORESTES, foram depositadas
em bases plblicas como o GenBank (http://mwww.nchi.nihnimgov/) e TIGR
(http://vww.tigr.org, sendo 5.950 provenientes de animais Bos indicus o que sgnificou um

aumento de vinte vezes no volume de informagtes digponiveis sobre o transcriptoma de bovinos
zebuinos ao tempo deste estudo.



HUNTING EXPRESSED MAMMARY GLAND GENESRELATED TO MASTITISIN
DAIRY CATTLE.

Author: ADILSON FERREIRA DA MOTA
Adviser: Prof. Dr. LUIZ LEHMANN COUTINHO

SUMMARY

Brazil is the largest cattle commercid herd in the world, mainly based in zebu Bos
indicus) with lower genetic potentid than taurus-derived animals. Molecular genetics brought
the possihility of better selection of animals for breeding, which increases production levels. The
use of molecular methods for studying genetic variation is especialy advantageous for disease
resistance because of low herdability and environment effects. Selection by means of molecular
genetics in dairy cattle can be done before production, for males and femaes. To identify genes
responsible for conferring resistance to Madtitis, the most important cettle disease, we studied
one gene from the MHC (Mgor Histocompatibility Complex). The experiments with this MHC
gene (BoLA-DRB?3) identified a new alele in cattle, developed a genotyping technique, and
estimate dldic frequencies for Dairy Gir cows (Bos indicus). CDNA libraries from mammary
gland tissues infected with  Staphylococcus aureus were also constructed and characterized.
6,481 ESTs (Expressed Sequence Tags) were deposted in GenBank
(http://www.nchi.nih.nim.gov/) and TIGR (ttp://www.tigr.org), being 5,950 from Bos indicus
cows, which increased by 20-fold the volume of sequence data from the zebu transcriptome, at
the time when this study was conducted.




1 INTRODUCAO

As pesquisas redizadas com Humanos evoluiram ao longo da Historia acompanhadas da
evolucdo das pesguisas com bovinos. Ambas compartilharam beneficios e interesses comuns.

Os bovinos vém acompanhando 0 Homem ao longo da sua evolugéo e diversas ragas
foram geradas mediante a selecfo redizada nesses animais. E possivel verificar animais mais
resistentes a parasitas, adaptados atracéo de carga, tolerantes a ambientes tropicais, ou atamente
produtivos, tanto para leite quanto para carne. Atualmente, as pesquisas biomedicas, redizadas
por meio do emprego de animais como modelo, contribuem para ducidar as interagbes génicas
gue ocorrem em digtintas condicdes, racas e ambientes.

No est&dio atua da evolucéo e da complementaridade entre as pesquisas com Humanos
e bovinos e com a introducdo da Biologia Molecular na redizacdo de pesquisas genéticas e
gendmicas, estudos nesta espécie doméstica ira auxiliar a eucidacdo da evolucdo Humana e
permitirdo extrapolar a informagdo genética para a medicing, bem como para 0 maor
entendimento da Biologia, em beneficio do Homem. Estudos sobre 0 genoma bovino adquire
interesse particular nesse caso, ja que os bovinos ndo sio roedores ou primatas e as informagdes
sobre seus genes trazem contribuicdo relevante que permitira verificar as diferencas que
caracterizam 0s seres humanos e os diferenciam dos demais mamiferos. Todas as espécies
animais sdo resultantes de milhdes de anos de mutagtes e salecdo natura. O conhecimento sobre
0 genoma das espécies permitiratracar o caminho de volta e entender o caminho da evolugéo, do
Homem e dos animais.

Além de partilhar beneficios e interesses comuns com as pesquisas redizadas em
Humanos, as pesquisas com bovinos goresentam o0 objetivo especifico de mehoria das
caracterigticas de salide do anima e da sua produtividade. Esses aspectos também representam
beneficios para 0 Homem pelo aumento da oferta de alimentos, e também por meio da reducéo
da contaminagdo de produtos e do meio ambiente, bem como dos custos de gplicacéo de
medicamentos.



As pesquisas com bovinos empregando técnicas de Biologia Molecular j& produziram
diversos resultados concretos. A genética molecular permitiu desenvolver méodos para
sdecionar diretamente animais com variantes genéticas para a lacto-globulina (Wilkins & Kuys,
1992) e k-caseina (NG-Kwai-Hang et d., 1990; Zadworny& Kuhnlein, 1990), com repercussies,
respectivamente, na producéo de leite e quaidade do queijo produzido. Maior producéo de leite
e proteina (Ron et d., 1994), bem como doencas como a deficiéncia de adesdo leucocitaria
bovina (BLAD) (Shudter et d., 1992), Midoencefdopatia degenerativa progressiva (Weaver)
(Georges et d., 1993) e Citrulinemia (Dennis et a., 1989) podem ser identificadas previamente e
0s individuos portadores dessas doengas podem ser descartados dos rebanhos. Além disso, €
possivel identificar animais portadores dos genes de musculatura dupla (GDF8) (McPherron &
Lee, 1997), resistentes averminose ou com maiores taxas de ganhos de peso. A cada dia novos
marcadores s80 descobertos com efeitos significativos sobre a producéo e resisténcia a doengas
em bovinos. Desta forma, recentes avangos da biologia molecular e o refinamento das técnicas
de avaliacdo do DNA dos animais domésticos tém aberto novas perspectivas de impacto nos
sstemas de producdo. Sobretudo, a Biologia Molecular auxilia na compreensdo da relacéo
biologica existente entre os genes e as caracteristicas fenotipicas de interesse comercial.
Proteinas codificadas no genoma estdo rel acionadas com 0s processos bioquimicos e fisologicos
envolvidos na producéo, na reproducéo ou na sanidade de animais domésticos. A identificacéo
dos genes de interesse e a possibilidade de compreensdo do seu mecanismo de acdo permitem
empregéa-los pontudmente na sdecdo de individuos portadores de caracteristicas de interesse
comercid. O desafio aua para produzir maiores impactos é determinar os melhores métodos de
emprego da variagdo genética entre animais para incrementar o entendimento a respeito da
biologia e identificar aquelas variagbes que sd0 responsavels pelas principais ateragfes
fenotipicas.

Dentre 0s aspectos que sfo motivos de investigagdo referente aos bovinos, em especia
aos bovinos leteiros, estdo aqueles da salide e da producéo leiteira, relacionados a glandula
mamaria. As caracteristicas relativas a producdo leiteira gpresentam de modo gera maior
herdabilidade e ganhos genéticos representativos podem ser obtidos nessas caracteristicas com o
emprego da genética quantitativa classca. No entanto, a resisténcia a doencas apresenta baixa
herdabilidade (Shook, 1989), sendo reduzidos os ganhos genéticos para essa caracteristica. Em
razéo disso, varios autores tém redlizado estudos empregando técnicas de genética molecular em
estudos de salde da glandula maméria dos bovinos leiteiros (Bernoco & Lewin, 1989; Dietz et
a., 1997 Dietz et d., 1997b; Groenen et d., 1990; Giovambetida et d., 1996; Kem e d.,



1997; Lewin, 1989; gdtergard et d., 1989; Starkenburg et d., 1997) com o objetivo de associar
locos de efeito maior com a ocorréncia de doencas. O emprego da genética molecular em
estudos destinados a oferecer solugdes genéticas de aumento da salide da glandula maméaria de
bovinos gpresentam uma vantagem importante porque os animais podem ser seledonados em
idades precoces, antes da producéo, para ambos 0s sexos e, no caso dos machos reprodutores,
sem a necessdade de aguardar por informagfes da salde da glandula maméria observada
somente na descendéncia dos animais.

Neste contexto, a mastite bovina € o principa problema de salde relacionado aproducdo
de leite, tanto no mundo quanto no Brasil. Em razéo disso, nas Ultimas décadas diversos estudos
vém sendo redlizados na espécie bovina a fim de identificar regides cromossdmicas ou genes
candidetos e suas associagdes com a resisténeia a esta doenca. Esses estudos visam identificar
animais produtivos e resistentes adoencga, ab mesmo tempo. Entretanto, ainda ndo ha consenso
nas informagdes obtidas. Pesquisas adicionais podem elucidar a complexainteragdo de processos
celulares que ocorre na reacdo imunol 6gica em resposta a essa doenca, e que afeta de maneira
sgnificativa aqudidade e os nivels de producéo de leite.

Uma das regides do genoma bovino que tem sido objeto desses estudos é o Complexo
Principa de Histocompatibilidede (MHC - Major Histocompatibility Complex) que na espécie
bovina foi denominado de regido BoLA (Bovine Lymphocyte
Antigen) . Sabe-se que estes genes estdo envolvidos nos processos celulares relacionados ao
sgema imunologico dos animais, sendo atamente polimérficos em diferentes espécies e
responsavels por codificar as proteinas presentes na superficie das céulas e envolvidas na
relacdo entre antigenos e anticorpos. Em adicéo, esta regido compreende VArios genes, mas ndo
ha evidéncias definitivas da ligagdo entre esses e a ressténcia aocorréncia de magtite. Estudos
independentes e com ragas digtintas podem contribuir para as confirmagdes necessarias das
associagdes contraditorias encontradas. Um dos genes dessa regido que € dtamente expresso e
que foi empregado nos estudos mais recentes € o gene BoLA-DRB3. Além deste gene, muitos
outros podem estar envolvidos no processo molecular de ressténcia ameastite. Por isso, construir
e caracterizar bibliotecas de cDNA e avdiar as sqiiéncias expressas diferencia mente (ESTS)
entre animais suscetivels e resstentes € uma boa dternativa para identificar novos genes
candidatos a estudos de associagcdo com ocorréncia de magtite. Especia mente neste momento em
gue o seqlenciamento automatico permite determinar as sequéncias de muitos genes com
rapidez, esse € um procedimento a ser redizado em pouco tempo e com resultados de impacto na
descoberta de genes candidatos.



Nos capitulos apresentados a seguir, o tema: “ Descobrindo genes expressos na glandula
maméria relacionados aocorréncia e controle da mastite bovina’ foi escolhido e é apresentado
como tese. Buscou-se estudar qual metodologia poderia ser mais bem empregada em bovinos
leiteiros paraidentificar locos ou regiGes cromossdmicas cons deradas candidatas a conter genes
gue conferem ressténcia a madtite. Os objetivos também contemplaram o desenvolvimento de
metodol ogias para genotipagem de um gene dtamente polimorfico do MHC e verificagdo de sua
associagdo com a ocorréncia da doenca. Com a evolugdo das técnicas de seqlienciamento de
DNA e congtrugéo de hibliotecas de cDNA, ocorrida durante o periodo de estudo, objetivou-se
gerar seqliéncias de genes expressos em tecidos de glandula maméria buscando descobrir
seqliéncias novas no genoma bovino com implicagdes na res sténcia amadtite.

A relevancia do estudo reside no fato de que a descoberta da associagdo de genes
individuais responsavels por conferir ressténcia adoenca pode levar autilizacdo desse
conhecimento pelo setor produtivo e reducéo dos indices de ocorréncia da magtite, com
a conseqlente reducdo de custos de tratamento dos animais e de depdsitos de residuos de
antibidticos, tanto no leito quanto no meio ambiente. Todos 0s estudos empregaram a
racaGir leitara (Bos indicus), aqud anteriormente ndo gpresentavainformagdes
genomicas digponibilizedas publicamente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A importancia da bovinocultura nacional

O Brasl é o tercero maior produtor de carne bovina do mundo, o terceiro maior
exportador mundia e o pais onde ocorre o terceiro maior volume de consumo interno mundial
(http://www.agricultura.gov.br/spalpagespalindex.htm). A producdo de carne bovina brasleira
superou 7 milhGes de tondadas em 2002, das quais 930 mil toneladas foram exportadas, no

mesmo ano. Em 2012, uma década depoais, as previsies de producéo superam as 9 milhdes de
toneladas e as exportagdes daguele ano deveréo ter crescido 170% em volume e 250% em vaor
(ANUALPEC, 2003).

Com relacdo aproducdo oficia de leite, 0 Brasil é o sexto produtor mundia, com cerca
de 4% do tota produzido no mundo (http://Avww.cnpgl.embrapa.br/letelindex.php). Segundo
esimativas, 0 volume de produco superou os 21 bilhdes de litros de leite em 2002, sendo que o

nimero de vacas ordenhadas superou os 18,5 milhdes de animais. No entanto, a produgéo de
leite no Brasil ndo é suficiente para atender a demanda de consumo recomendada pelo Ministério
da Salde, que € de 200 litros per capita, consderando o produto na forma fluida e na de
produtos lacteos. Tomando como base os mais de 175 milhdes de brasileiros, um consumo de
600 mi/dia iria demandar 383 milhdes de litros awas de ldate
(http://Amww.cnpgl.embrapa.br/artigos/L eiteBrasi | Precisa.pdf).

Segundo as mesmas fontes mencionadas, 0 Brasl possui 0 maor rebanho bovino
comercid do mundo. Na ultima década, o efetivo do rebanho do Brasil cresceu em média mais
de 15% ao ano, partindo de 152 milhdes de animais em 1991 e ultrapassando os 167 milhdes em
2003. Com nivels de produtividade da pecuéria de corte e leite nacionais semelhantes aos niveis
gue sfo observados nos paises desenvolvidos, o Brasil podera atender a demanda de consumo
interno de sua populacdo e ainda ser o maior exportador mundia de produtos de origem bovina



Ainda que os nivels de produtividade dos rebanhos de pecuéria bovina brasileiros néo
sgam devados, a atividade representa 9% do Produto Interno Bruto (PIB) naciond e as
exportagdes superam os 2 hilhdes de ddlares anuais. No ano de 2001, mais brasileiros foram
empregados nas atividades agrarias do que na congrucdo civil, demonstrando a importancia
socioecondmica da atividade rurd brasileira.

N&o obstante a reduzida produtividade da bovinocultura, dém do aumento do efetivo, os
niveis de produco e produtividade dos rebanhos nacionais vém aumentando nos Ultimos anos. A
producdo bovina tem aumentado em razdo do aumento da produtividade e também devido a0
aumento das &eas detinadas para a bovinocultura. A introducéo de &reas de Cerrado nos
sistemas de producdo representa uma fonte representativa de aumento da producdo agricola e
pecuaria. Os Cerrados brasileiros s80 responsavels por uma area total de 208 milhdes de
hectares'. Atuamente, ainda existem mais de 100 milhes de hectares dos Cerrados a serem
integrados aos sistemas de producdo brasileiros, representando possibilidade de expansdo futura
da &rea destinada para a agropecuaria.

O aumento nas caracteristicas de producédo dos animais apresenta vantagens evidentes
tanto para produtores quanto para consumidores. A producéo anima representa mais da metade
da renda proveniente do setor agricola nos paises desenvolvidos e mais de um quarto nos paises
em desenvolvimento. Estima-se que este padréo se mantenha, pois as projegdes de crescimento
da atividade de producéo anima sdo de 3,4% nos paises desenvolvidos, contra 2,3% de
crescimento de produtos de colheita vegetd.

Ha& projegbes também de crescimento na demanda dos produtos de origem bovina nos
paises do continente asi&tico. A China cresceu ataxas anuai's superiores a 7% nos Ultimos quatro
anos . Qutros paises daquela regio como a india, a Coréia do Sul, e a Rissa cresceram a taxas
proximas de 5% anuais no periodo. Como paises tém mantido a balanca comercia
favoravel, a populacéo tem apresentado elevacdo do padréo de vida e reducdo das privacdes na
dieta dimentar, com o0 aumento no consumo de commodities especidmente gréos e carnes
(ANUALPEC, 2003). Como se trata de nagdes superpopul osas, envolvendo aproximadamente 3
bilhGes de habitantes (quase a metade da populacdo do planeta), 0 seu ingresso no mercado
consumidor de proteinas de origem anima justifica previsdes de crescimento futuro da demanda
internacionda por carne bovina e produtos l&cteos, em quantidade e qualidade suficientes para
suprir as exigéncias do mercado.

1 ASSAD, E. (Embrapa Cerrados, Planatina— DF). Comunicac&o pessoal, 2003.



2.2 A histoéria, as caracteristicas e a importancia da raca Gir para o Brasil

A higtoria da introducéo do Gir no Brasil esta descrita por Domingues (1973) e Santiago
(1975). As primeiras importagdes de animais da raca Gir provenientes da india foram efetuadas
por Tedfilo de Godoy e Wirmondes M. Borges e iniciaramse por volta de 1906.

A racateve origem nafloresta de Gyr, na peninsula de Kathiawar, na india, onde ainda é
criada como raga pura. Os animais dessa raga apresentam na cabega um perfil ultra convexo
peculiar, com fronte larga, lisa e proeminente, de largura e comprimento médios. Os chifres so
grossos na base e saem para trés e para baixo com seccdo diptica, achatada e cor escura. Os
olhos s20 dispostos bem laterdmente e as oredlhas s longas, muito tipicas, pendentes e
enroladas sobre s mesmas. O dorso e lombo s2o firmes, largos e horizontais. As costelas séo
bem arqueadas, cobertas de carne, compridas e separadas. As ancas sf0 largas, a garupa
comprida, os membros curtos e musculosos, afastados e gorumados. O Ubere é bem
desenvolvido, bem irrigado, prolongado para diante e para trés, com quartos Smétricos e tetas
medias bem digtribuidas. As pelagens predominantes sGo a vermelha, a rosilha e a moura. Os
animais gpresentam agptiddo leiteira e bom rendimento de carne (Figura 1).

Os primeiros trabahos de sdecéo foram redizados na década de 30 na Fazenda
Experimentad de Umbuzeiro, no estado da Paraiba. Em 1948 inicio-se a selecdo também na
Fazenda Experimental Getulio Vargas, em Uberaba, estado de Minas Gerais. A sdlecdo para
caracterigticas produtivas orientadas inicidmente para carne ou leite ocasionou a formacéo de
duas associagOes de criadores: Associagdo Brasileira dos Criadores de Gir (ASSOGIR) e
Associacdo Brasileirados Criadores do Gir Leiteiro (ABCGIL).

A raca Gir gpresenta possibilidade de sdlegéo e desenvolvimento, bem como importancia
para a estrutura genética da populacdo bovina do Brasil. Os programas de selecdo e avaiacéo
genética de animai's dessa raca vém identificando animais superiores e despertado o interesse de
outros paises em adquirir animais, 0 que possihilita a0 Bras| tornar-se exportador de materia
genético zebuino.



Figural - Fotografia de vaca daraca Gir em lactacéo

Atuadmente, as fazendas atendidas pelo Teste de Progénie da Raca Gir Leiteira redizado pela
Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora — MG, rediza uma avdiacéo genética das fémeas em
lactacdo que indicou para o ano de 2002 uma producéo média de leite superior a 3.000 kg e uma
duracio de lactaco de 260 dias’.

Segundo a Associacao Brasileira de Criadores de Zebu — ABCZ, a raga Gir,
consderando os animais da raca Gir mocha e da raca Gir, representam 8,8% do tota de regisiro
geneal 6gicos de nascimento dos animais zebuinos do Brasi| (Tabela 1). Segundo os caculos da
mesma associagdn, os registros definitivos de animais da raca Gir totaizam cerca de 10% do
tota de zebuinos brasileiros (http://www.abcz.org.br).

A importancia desta raca zebuina pde também ser dimensionada quando se avdiam as

informacdes referentes a venda de sémen no Brasil. Considerando-se o total de sémen de
bovinos leteiros comercidizado no Brasil, a raga Gir Stua-se em terceiro lugar com 12,46%,
superada  a@penas pedo  Holadés  (66,73%) e pdo  Jasey  (14,60%)
(http:/Amww.cnpge.embrapabr/sbmalanais’250.html). Segundo a mesma fonte, as ragas
zebuinas, em 2001, comercidizaram 1.882.524 doses, representando 43,54% do total de sémen
vendido no Brasil.

2 \VERNEQUE, R.(Embrapa Gado de Leite, Jiz de Fora— MG). Comunicacao pessoal, 2003.



Tabelal . NUmero de animais com registro geneal 6gico de nascimento (RGN) de ragas zebuinas
no Brasil no ano de 2003

Raca RGN %
Gir Mocha 36.180 058
Gir 516.784 829
Guzera 246.127 3%
Indubres| 210422 333
Nelore 4570.843 73,33
Nelore Mocha 461.996 741
Sndi 9.369 015
Sndi Mocha 25 0,00
Tabapua 177.228 234
Cangaian 29 000
Brahman 4611 007
TOTAL 6.233.614 100,00

Fonte ABCZ — Associacdo Brasleira de Criadores de Zebu (http://www.abcz.org.br)

Além da importancia da raca Gir como raca pura e como materid genético
sdecionado para producéo leiteira nas condigdes tropicais do Brasl, a raga também tem
gdo utilizada em cruzamento com animas da raca Holandesa, produzindo outra raca
nacdond chamada Girolando, audmete com mas de 50 mil regidros
(http:/mww.girolando.com.br/noticiaphp?d=6). A raca goresenta  versatilidade,
rugticidade, vida Util e producZo leiteiratambém devada
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2.3 Emprego da variacdo genética em pesquisas com animais

Com o objetivo de aumentar do potencia genético dos animals, com repercussio na
produtividade e na producdo totd, a genética quantitativa classca utiliza como abordagem a
mensuragdo de varidvels fenotipicas e a coleta de informacles a respeito da genedlogia dos
animais. Andlises edtatisticas déo indicagbes dos animais que apresentam gendtipos superiores,
sem os efeitos de ambiente, do mango e interagbes. A genética molecular oferece uma
abordagem dternativa, em que os gendtipos sfo medidos diretamente. A andlise estatistica nesse
caso busca identificar como a variago genética esté associada com a variagdo fenotipica
observada. Apesar de a dtenativa de medir diretamente os gendtipos ter sdo
introduzida h&a muitos anos, somente gpds a Uutilizacdo das ferramentas da genética molecular,
€S53 passou a ser uma dternativa prética e passivel de redlizacdo em qualquer tipo de organismo
ViVO.

Correntemente, dentre as metodologias de pesquisa para a utilizagdo de medidas diretas
sobre 0 gendtipo dos animais, duas delas merecem especid atencdo. Uma das abordagens
concebe 0 conceito e emprego do desequilibrio de ligagd, no qua o conhecimento dos
gendtipos é empregado como marca (marcador molecular), com enderego localizado e conhecido
em determinada regido cromossdmica. O Capitulo 3 apresenta uma revisio sobre as premissas e
edtratégias de localizacdo de locos génicos em gado leiteiro. Nessa Situac@o, a genotipagem de
individuos, a congrucdo de mapas de ligagdo, 0 emprego do conhecimento das medidas
fenotipicas e do desequilibrio de ligagdo, permitem identificar regides cromossdmicas que
goresentam probabilidade edtatigtica de conter 0s genes responsaveis pelas variagbes. A
associacéo de marcadores moleculares com caracteristicas de interesse econdmico vem sendo
empregada ha varios anos. No entanto, antes de empregar um loco de efeito principa como
marcador molecular, é necessario edtabelecer edtimativas precisas do desempenho  das
caracteristicas de interesse para 0s possiveis gendtipos (Shook, 1989). Também € necessario
testar os efeitos do marcador em diferentes populagBes e ragas, para verificar se 0s mesmos
gendtipos apresentam condicdo de superioridade em diferentes SituacBes. Somente apds a
verificacdo de que o marcador encontra-se proximo o suficiente do gene de interesse para que
né&o ocorra recombinagdo, € que ele podera ser usado na selecdo de animai's superiores.

A segunda abordagem concebe genotipar |ocos de interesse, ou genes, para os quais ha
indicagbes substanciadas de envolvimento potencial na ocorréncia de fendtipos superiores (genes
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candidatos). A genotipagem de polimorfismos nesses genes de interesse e sua associacdo com oS
fendtipos condituem dternativas nesse caso. As duas abordagens mencionadas néo sfo
mutuamente excludentes e podem ser empregadas em conjunto (e. g., Davies et a., 1994). A
medida que as ferramentas de estudos da funcéo e expressdo de genes aumentam, os estudos
com genes candidatos também sdo mais freqlentes. No entanto, mesmo quando ndo ha
indicagOes de genes de efeto principa em uma determinada regido génica candidata, 0 objetivo
fina dos estudos € acangado somente quando € descoberto o polimorfisTo do gene (ou genes)
responsavel por determinado fendtipo de interesse.

A identificacdo de marcadores moleculares ou de polimorfismo genético associados a
caracterigticas de interesse comercial traz contribuicdo relevante na selecdo de individuos
superiores. Particularmente, no caso dos bovinos leiteiros, a selecdo dos machos reprodutores €
um processo lento, redlizado indiretamente, por intermédio da avaiacdo genética da progénie.
Também ha de ser ressaltado que a pecuaria leiteira € uma atividade rurd importante no
contexto socio-econdmico naciond. O leite permanece sendo um adimento nobre e importante no
desenvolvimento humano e mesmo as tecnologias mais modernas ndo puderam produzir um
dimento subgtituto. A correta identificacdo de reprodutores e matrizes superiores s20
fundamentais para 0 aumento dos indices de producdo da atividade leiteira. A sdecdo e 0
acasdamento desses animais produzem ganhos genéticos permanentes nas geracOes futuras.
Além de méodos tradicionais de mehoramento animd, € possivel empregar estratégias de
pesquisa com a utilizagdo de marcadores moleculares ou genes candidatos que podem identificar
0s locos que contém os genes de interesse. No caso dos experimentos com marcadores, essas
regides sao chamadas de locos de caracteristicas quantitativas (QTL — Quantitative Trait Loci).
As edtratégias para utilizacdo de marcadores moleculares em bovinos leiteiros representam a
possibilidade efetiva de aumentar a preciséo da sdecdo genética de animais leiteiros e sera
discutida mai's profundamente no Capitulo 3 (daMotaet d., 2000).

2.4 A mastite bovina e a contagem de células soméaticas

No entanto, ha algumas doencas animais que afetam negativamente a produtividade e a
producdo. A madtite é a principal doenca dos rebanhos leiteiros. Os trabahos de Nonnecke &
Harp (1988), Schutz (1993) e Veiga et d. (1994) apresentam informacdes deta hadas da doenca
e dos prejuizos por ea causados, tanto no Brasil quanto no mundo.
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A doenca caracteriza-se por inflamacdo da glandula maméria da espécie bovina e
representa um dos principas preuizos abovinocultura leiteira, acarretando reducéo do volume
de producéo de leite, bem como a depreciacdo dos produtos |acteos e podendo promover riscos
a0 consumo humano.

No Brasil, segundo Veiga et d. (1994), na regido sudeste, onde se concentra a maior
bacia leiteira do Pais, cerca de 20% dos quartos mamarios sdo afetados pela doenga na forma
subclinica, enquanto 1% € afetado clinicamente, gpresentando 0s Sintomas da doenca. A madtite
subclinica € caracterizada pela ocorréncia da doenga quando ndo sio observadas ateraces
macroscopicas no leite e quando os sintomas da doenca ndo sdo percebidos clinicamente. Ja a
madtite clinica gpresenta ateragdes visiveis no leite com o aparecimento de grumos e mudanca
acentuado de sabor. O Ubere do anima apresenta vermelhiddo e ha sintomas clinicos da doenca
com ocorréncia de febre. Segundo 0s mesmos autores, a reducdo media da producéo de leite
devido a madtite subclinica é de 35%, enquanto que para a magtite clinica € de 55%, 0 que
resulta em uma perda total diaria de 7,5% da producdo de leite, equivaentes gproximadamente a
um bilh&o e cem milhdes de litros de | eite produzidos a menos por ano.

Os autores mencionam ainda a importancia de considerar os riscos asalide humana pela
ingest@o de leite contaminado por bactérias potencia mente patogénicas ou contendo residuos de
antibioticos, o que causa ressténcia ao principio ativo dos mesmos. A doenca também acarreta
aumento dos custos com méo-de-obra, com tratamentos dos animais e prejuizos com o descarte
delate.

A madtite é causada por organismos patogénicos que ingressam na glandula mamaria
através do cand do teto, atingindo e colonizando a cisterna do leite. Os organismos que causam
infecgdes mais freqlentes sdo: Escherichia coli, Staphylococcus aureus Streptococcus
agalactae e Streptococcus uberis No entanto, a mensurago da incidéncia de madtite € uma
questdo controvertida e ndo faz parte, rotineiramente, dos arquivos de dados zootécnicos dos
bovinos de leite. Esse fato prgudica a realizacdo de diagnosticos, levantamentos e pesquisas
genéticas paraidentificacdo e sdlecdo de animais resistentes. A dificuldade em obter dados sobre
os indices de ocorréncia da doenca nos estabelecimentos rurais tem levado autilizacdo cada vez
mais freqlente da contagem de células somdicas (CCS) pelas indUdtrias, cooperativas
laticinistas e centros de pesquisa, como medida indireta representativa da ocorréncia de madtite.
Devido a dta corrdlacdo entre a CCS e a ocorréncia da madtite, diversas pesquisas com a
utilizacdo da CCS como indicador da ocorréncia da doenca tém sido redlizadas (Schutz, 1993).
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As células sométicas so cdlulas brancas do sangue, leucdcitos, que compreendem os
linfécitos, macréfagos e neutrdfilos, principamente. A passagem das células do sangue para o
leite ocorre em fungdo da reacéo do organismo aagressao sofrida na glandula maméria. Essas
células somédticas tém a importante funcdo de proteger o organismo e migram do sangue para o
leite como resultado do processo inflamatério que é desencadeado pela infeccdo. Como
resultado do processo inflamatdrio, as paredes de vasos sanguineos se tornam dilatadas e as
células secretoras se tornam menos eficientes, ocorrendo morte celular.

A identificacdo dos genes responsdveis por conferir ressténcia aocorréncia da matite
nos animais e poderior emprego no melhoramento anima pode condtituir uma abordagem
efetiva para 0 incremento genético da resisténcia a esta doenca. Esse processo € especialmente
importante no caso de caracteres de baixa herdabilidade (Dietz et d., 1997 Shook, 1989;
Starkenburg et d., 1997), como a madtite.

2.5 O Complexo Linfocito Antigeno Bovino

Ha genes descritos e envolvidos na biologia de resisténcia a doencas (Dietz et d., 1997a;
Kem ¢ d., 1997; Seyfert et al., 1996) e, dentre esses, hd uma familia de genes candidatos que
fazem pate do Complexo Principd de Histocompetibilidede Bovina (MHC — “Mgor
Histocompatibility Complex”), denominada BoLA (“Bovine Limphocyte Antigen”) que tem
sido empregada para estudos de marcadores moleculares. Estes genes estéo envolvidos com os
processos fisologicos e bioguimicos relacionados a0 Sstema imunoldgico dos animais. Os
genes da familia BoLA sfo dtamente polimorficos e codificam proteinas presentes na superficie
das células, envolvidas na relacdo entre antigenos e anticorpos. Os receptores dos linfocitos-T
reconhecem fragmentos dos antigenos em associacdo com as proteinas da superficie das cd ulas,
permitindo resposta imunoldgica especifica. Portanto, a regido BoLA € um avo potencia na
identificacdo de genes candidatos para resisténcia a doencgas nos estudos da variagdo molecular.
Dentre os produtos dos genes locadlizados nessa regido, ha duas classes de antigenos bem
definidos. Os antigenos Classe | sfo encontrados na quase totalidade da superficie das células do
organismo, enquanto os antigenos da Classe Il sBo expressos em cdulas especidizadas do
sstema imunologico, como os linfocitos. Os genes relaivos aos antigenos Classe |l estéo
locdizados na regido BoLA-D, e expressos principdmente nos linfocitos T e linfocitos B, e
podem influenciar a producéo subseqliente de anticorpos (@stergard et d., 1989).
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Os primeiros estudos com a regido BoLA envolveram o loco BoLA-A, especifico para
antigenos da Classe |. A partir da introducéo das Reacfes em Cadeia da Polimerase (PCR —
“Polimerase Chain Reaction”) (Saiki et d., 1985) e a decorrente amplificacdo de regides
definidas do genoma, Groenen et d. (1990) sequenciaram regifes do loco BoLA-D que
codificam moléculas da Classe |1, relacionadas com agéo imunol dgica especifica. Destaforma os
genes BoLA-DQB e BoLA-DRB passaram a ser candidatos nos estudos de investigagéo de
associagdo com doengas dos bovinos. O gene BoLA-DRB1 ndo é expresso e 0 gene BoLA-
DRB2 é pouco expresso (Burke et d., 1991; Russl et ., 1994). Como o gene BoLA-DRB3 é
atamente expresso (Burke et d., 1991; Fraser et d., 1996), estudos tém sido redizados (Dietz et
d., 19975 Dietz et d., 1997b; Giovambatisa et d., 1996; Kem et d.; 1997; Starkenburg et d.,
1997) com esse gene e Sua associagdo com a ocorréncia da mastite ou a contagem de células

somaéticas, sem gue ocorram, no entanto, resultados conclusivos.,

2.6 O emprego de bibliotecas de cDNA para caracterizagcao e descoberta de
genes bovinos expressos na glandula mamaria

Etiquetas de seqliéncias de genes expressos, ou ESTs (Expressed Sequence Tags) séo
pequenos trechos de DNA, usuaimente entre 300 e 500 pares de bases gerados por meio do
seqlienciamento de genes expressos em determinada célula ou tecido. A idéia centra desse
procedimento é empregar a sequiéncia expressa conhecida e, mediante homologia, identificar em
que parte do DNA gendmico se encontra aquela sequiéncia. Os estudos de ESTs servem também
para caracterizar 0 padréo de expressdo génica identificando as sequéncias expressas em
determinada Stuacdo. As EST's se caracterizam pela auséncia de introns, que so sequiéncias de
DNA intermitentes e que ndo participam das seqiiéncias que codificam proteinas em um gene.

A identificacdo de ESTs com base gpenas no conhecimento da sequiéncia do DNA
gendmico de um organismo superior eucarioto € dificultada pela presenca dos introns e de
regides intergénicas, que constituem a grande maioria das seqiiéncias do DNA. Uma regido
codificante do DNA precisa ser convertida, ou transcrita, para que possa se converter em RNA
mensageiro (MRNA). E essa molécula de mRNA, que ndo contém mais os introns, que da
origem aproteing, em outro processo denominado traducdo. Portanto, a molécula de mRNA é
crucid naformacdo de proteinas. No entanto, essa molécula é instéve fora da célula e para ndo
s degradada necessita ser novamente convertida em uma molécula de dupla-fita através de
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enzimas especiais. Essa conversdo origina uma molécula de cDNA, DNA complementar, que
mantém a sequiéncia origind do mRNA sem a presenca dosintrons, e representa, destaformaas
sequiéncias expressas em cdulas, tecidos e orgaos.

Certamente ha muitos outros genes expressos nos tecidos de glandula maméria e que
anda ndo tiveram suas seqliéncias determinadas ou tampouco suas fungdes definidas. Diversos
destes genes podem ter sua fungao biol dgica associada arede de agéo do sistemaimunolégico e
aressténcia a mastite. Uma aternativa para reduzir o volume de seqlienciamento e contribuir
para 0 entendimento biolégico do funcionamento do tecido da glandula maméaria é andisar
apenas as ESTs. Essa tem provado ser uma estratégia eficiente para se obter informagdes do
padrdo de expressdo génica. A andlise das sequiiéncias ESTs permite identificar novos genes e
estabelecer uma colegdo dagueles que sGo0 expressos em um determinado tecido. Outra
potencididade de um projeto de seqlienciamento de ESTs é permitir a localizacdo de novos
marcadores em regifes de interesse do genoma, para os estudos com QTLs (Hatey et al., 1998).
Ha informacdo suficiente nas extremidades dos fragmentos de cDNA para localizar essas
seqUiéncias nos cromossomos e eaborar mapas de ligacdo (Adams et al., 1991). Findmente, a
colecdo de clones de ESTs pode ser empregada em estudos com unidades de microarranjo de
DNA, os microarrays que posshilitam avdiar a expressio de milhares de genes
smultaneamente.

Trata-se, portanto de um recurso importante para estudos de expressdo génica e seu
emprego neste estudo esté detalhado no Capitulo 7.



3 LOCALIZACAO DE LOCOS GENICOS DE CARACTERISTICAS
QUANTITATIVAS (QTLs) EM GADO DE LEITE. PREMISSAS E
ESTRATEGIAS 3

Resumo

Os avangos da biologia molecular tém aberto novas perspectivas de impacto nos sstemas de
producéo. A identificacdo dos genes de interesse e a possibilidade de compreensio do seu

mecanismo de acdo permitem emprega-los como “guias génicos’ utilizados na sdecdo de
individuos portadores de caracteristicas de interesse comercia. A premissa basica destateoria é
gue a descendéncia direta de um ancestrd dipldide e heterozigoto para um determinado loco

génico de caracterigtica quantitativa (QTL - Quantitative Trait Locus) de interesse pode ser
dividida em duas classes com nivels de produco diferentes, cada uma delas recebendo um dos
ados parentais. O objetivo deste texto € apresentar uma revisdo, na forma de introducéo béasica
compreensivel, e uma discussio a respeito de dgumas dternativas dentre as diversas
metodologias empregadas na localizacdo de QTLs em Gado Leteiro. Dezenas de milhares de
regides cromossdmicas sdo candidatas a integrar QTLs de interesse econdmico. A localizacdo
destas regifes cromossdmicas e a possibilidade de empregé-las no mehoramento anima por
meio da sdecdo assistida por marcadores moleculares (MAS — Marker Assisted Selection)
representam uma contribuicéo efetiva que pode ser oferecida aos programas de melhoramento,
aos produtores e aos consumidores em gerd.

® DA MOTA, A. F; MARTINEZ, M. L; COUTINHO, L. L. Locdizacdo de locos génicos de

caracteristicas quantitativas (QTLS) em gado de leite. Premissas e estratégias. Multiciéncia, v.4,
n.1, pp. 18-37, 2000. ARTIGO PUBLICADO.
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Summary

Recent advances in molecular biology are opening new insights to impact production systems.
The identification of magor genes and the understanding of their biologica action will dlow their
use as “gene markers’ to select bulls and cows with commercid traits of interest. The basic
premise of this theory is that a diploid heterozygote ancestral has two classes of descendants.
Each haf progeny receiving one of the two different production level dleles. The objective of
this manuscript is to offer a basic and comprehensive review on the subject and a discusson
through the methodologies used in Dairy Cattle for QTL mapping. Tens of thousands of
different chromosome regions are putative to contain QTLs. Mapping these regions and using
them as molecular markers in anima breeding by “marker asssted sdection” (MAS) will
effectively contribute to breeding programs, farmers and consumers.

3.1 Introducéo

Os recentes avangos da biologia molecular e o refinamento das técnicas de avaiacéo do
DNA dos animais domégticos tém aberto novas pergoectivas de impacto nos sistemas de
producdo. Sobretudo, essa tecnologia permite compreender a relacéo biol bgica existente entre os
genes e as caracterigticas de interesse comercial. Mais especificamente, ocorre que as enzimas e
proteinas codificadas no genoma estéo relacionadas com os processos bioquimicos e fisiolégicos
envolvidos na producgéo, na reproducéo e na sanidade dos animais. A identificacdo dos genes de
interesse e a possibilidade de compreensdo do seu mecanismo de acdo permitem emprega-los
como “guias génicos’, que podem, dentre outras utilidades, ser empregados na sdegéo de
individuos portadores de caracteristicas de interesse comercial.

Os modelos gplicados em Genética Quantitativa bassiam-se em evidéncias de que as
caracteristicas métricas de interesse econdmico s80, em gera, expressas por muitos locos
génicos, denominados Locos de Caracteristicas Quantitativas (QTL — “Quantitative Trait Loci”).
As diferencas nos fendtipos dos animais S0 resultantes, portanto, da agdo individud de varios
genes, bem como do efeito das suas interagtes, na forma de entropia e pleiotropia, e também da
ac80 dos fatores ambientais.

As caracterigticas quantitativas dos organismos animais apresentam variacdo continua
nas progénies de ancestrais especificos. O processo de identificacdo dos genes responsavels pela
variacdo inclui andlises dessas caracteristicas e 0 emprego de ferramentas biométricas para
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localizacéo da regido cromossdmica (QTL) paraaqua os ddos de um ou mais genes de funcéo
ainda desconhecida afetam a caracteristica de interesse. A premissa basica desta teoria € que a
descendéncia direta de um ancestra dipléide e heterozigoto para um determinado QTL de
interesse pode ser dividida em duas classes com niveis de producéo diferentes, cada uma delas
recebendo um dos a€dos parentais. Caso os ados representem efeitos genéticos significativos
sobre a caracteristica de interesse, é estatisticamente provavel que as duas classes de
descendentes também apresentem diferenca fenotipica na caracteristica quartitativa

Apesar da ampla discusséo sobre 0 assunto, a locdlizagdo de QTLS pressupde
conhecimentos em areas digtintas. O objetivo deste texto € apresentar uma revisdo, na forma de
introducdo basica compreensivel, e uma discussio a respeito de algumas dternativas dentre as
diversas metodologias empregadas na locdlizagdo de QTLs em Gado Leteiro. Esperase
contribuir trazendo 0 assunto a um nUmero maior de pessoas, ja que é indiscutivel a importancia
atua de redlizar alocalizacéo de QTLs nas espécies domeésticas. Dezenas de milhares de regides
cromossdmicas sdo candidatas a integrar QTLS de interesse econdmico. A locdizacgo destas
regifes cromossdmicas e a posshilidade de emprego no melhoramento anima por meio da
selecdo assigtida por marcadores moleculares (MAS —“Marker Assisted Selection”) representam
uma contribuicéo efetiva que pode ser oferecida aos programas de melhoramento, aos produtores
e aos consumidores em geral.

3.2 Premissas das leis da Genética

As leis da Genética ja estavam consagradas quando a Biotecnologia tornou-se realidade.
No entanto, mesmo consderando que estas leis foram formuladas sem a comprovacdo da
exigéncia dos genes, mas somente baseadas em inferéncias, €las permanecem vdidas. A
genética Mendeliana foi concebida somente por meio da expresso dos genes na progénie para
caracterigticas visuais, e suas freqliéncias estabel ecidas com base nos fenétipos dos ancestrais.
Gregor Mendd (1823-1884) formulou duas das trés leis que servem de base aos estudos da
genética de organismos sexuados.

3.2.1 A 12 Lei da Genética

Em termos atuais, a primeirale afirma que cada individuo carrega duas cdpias de cada
gene e que somente uma dessas duas copias é tranamitida para cada filho. O filho, portanto, ira
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receber uma copia completa de cada gene, recebida de cada progenitor. Assim, recebendo uma
copiado pai e umadamée, o filho tera restituido seu gendtipo com duas copias de cada gene.

Individuos com duas copias de cada gene séo chamados de dipldides.

A primerale foi formulada por Mendd e é confirmada quando os organismos diplGides
produzem células germinativas com gpenas uma copia de cada gene - espermatozdides e 6vulos.
Durante o processo de divisdo celular em que essa transformacdo ocorre - melose - as duas
copias de cada gene irdo separar-se, ou "segregar’’, uma da outra. Esse evento produziu o nome
daprimerrale de Mendd: "Le da Segregacéo’.

A segregacdo pode ser observada na progénie de individuos heterozigotos, com dois
ados digtintos. Metade da descendéncia direta recebera um dos delos, enquanto a outra metade
receberd o outro adelo, com a mesma probabilidade.

A primeira le de Mendel descreve os acontecimentos referentes a heranca génica
quando apenas um gene é consderado. A sua segunda lel foi formulada para descrever o que
ocorre quando dois genes diferentes sfo transmitidos por heranca.

3.2.2 A 22 Lei da Genética

A segunda lel da Genética, também formulada por Mendd, em termos atuais, afirma que
a segregacdo dos alelos em cada loco néo exerce influéncia Sbre a segregacdo em outro loco.
Ou s93, as segregacdes que ocorrem em dois locos sfo independentes. Assm, a segunda lel de
Mendd ou a"Le da Segregacéo Independente”’ estabelece que locos independentes produzem
segregacdo também independente. Individuos heterozigotos para dois locos, supondo loco A e
loco B, produzem gametas com freqiiéncia igua amultiplicacdo da probabilidade de ocorréncia
dos gametas para cada loco. No caso em que o individuo apresenta gendtipo A/a (loco A) e B/b
(loco B), a chance ce que um gametasgjaA (loco A) é de 50% e achance de que sgjaB (loco B)
também é de 50%. Portanto, a chance de que um gametasga AB (loco A e loco B) serade 0,50
x 0,50 = 0,25, ou 25% . A Figura 2 apresenta uma ilustracéo da segregacdo independente.

Sabe-se que a segunda lel de Mendel somente é vdida no caso de genes que néo estéo
ligados no mesmo cromossomo. Quando dois genes com dois delos tém ligacdo cromossdimica,
as frequéncias, para cada uma das possiveis combinagtes dos aelos, serdo desviadas de 25%.
Duas combinagtes de delos irdo representar os arranjos de ligacdo dos cromossomos parentais e
estas serdo, cada uma, transmitida a uma freqiiéncia superior a 25 %. As duas classes restantes

representam os arranjos recombinantes e irdo ocorrer a uma frequénciainferior a25%. No caso
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extremo de ligagcdo absoluta, somente as duas classes parentais serdo transmitidas, cada uma a

freqiiéncia de 50%.
Parental Heterozigoto Gametas FreqUéncias
A B  25% | parentais
T 5
A B a 25% 50%
 m—  m— —/ | ~ .
a B 25% nao parentals
= b A b 5% | 50%
s I

Figura2 - Diagrama da segregacéo independente entre locos sem ligacéo

3.2.3 A 32 Lei da Genética

Para os casos de genes em ligagao, as fases de associacéo ou repul sdo sdo consequiéncia
dalocalizacéo dos genes no mesmo cromossomo. Alelos em fase de associagéo estdo localizados
na metade homadloga do cromossomo parenta, ao contrario dagueles em fase de repul 0.

A Figura 3 gpresenta um diagrama das frequéncias dos gametas produzidos por um individuo
heterozigoto para os locos A e B, com uma frequiéncia de recombinacéo de 10%.

Parental Heterozigoto Gametas Fregléncias

A B a 6 45% 90%

| I | | | )
a B 5% Jrecombmanta

a E A 6 5% 10%

A B 45% :lparenta's

Fgura3 - Diagrama da segregacéo entre locos com ligagéo e freqiiéncia de recombinacdo de
10%

Na ilustracdo apresentada na Figura 3, um individuo heterozigoto cujo gendtipo pode ser

descrito como sendo AB/ab produz 90% de seus gametas da mesma forma apresentada no seu

genoma e 10% dos gametas produzidos gpresentam uma forma ndo-parental, ou recombinante.
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Isso é conseqiiéncia da ocorréncia do fendmeno de 2crossing-over2 durante a diviséo ceular,
meiose, que deu origem aos gametas. Quanto menor a distncia entre os genes ligados no mesmo
cromossomo, como mostrado na Figura 3, menores sdo as chances de que 0s eventos de
“crossing-over” possam ocorrer entre os dois genes em ligagdo. Portanto, pela genotipagem da
progénie de individuos cruzados e pela determinagdo da freqiiéncia de recombinaco, torna-se
possivel estimar a distancia genética entre os genes ligados.

As digtancias genéticas sdo medidas em centimorgans (cM), sendo 1 ¢cM definido como
a digtancia entre dois locos cuja recombinacdo ocorre em 1% dos individuos da progénie.
Importante salientar que mesmo sendo a recombinagdo proporciond aquantidade de DNA que
separa dois locos no mesmo cromossomo, quando esta disténcia for grande, a freqliéncia de
recombinaggo ird aproximar-se de 50%, tornando os resultados Similares aos observados entre
locos sem ligac@o.

Ha ainda que se considerar a Situagéo em que ocorre mais de um evento de “crossing-
over” entre dois genes durante a meiose (recombinacéo dupla). No entanto, a medida que a
disténcia genética € reduzida, a freqiiéncia de ocorréncia de mais de um evento de “crossing
over” é reduzida exponencidmente. Para dois genes distantes 10 cM entre S, as chances de
ocorréncia de dois eventos de “crossing-over” entre eles é de apenas 1%. Assm, neste texto,
com a finalidade de smplificacdo, ndo serdo consderadas as ocorréncias de recombinactes
duplas entre 0 marcador genético e 0 QTL.

As trés leis da genética apresentadas resumem a compreensdo minima necessaria de
como se emprega 0 conhecimento do desequilibrio da ligagdo e da fregiiéncia de recombinagéo
dos a€elos para utilizar marcadores genéticos na localizacéo de QTLs deinteresse. O raciocinio €
equivdente para 0 emprego de marcadores moleculares polimérficos e exenplos serdo
apresentados a seguir para 0s desenhos experimentais especidmente construidos para localizar
novos QTLs em Gado Leiteiro.

Outra questéo importante dentro do contexto de localizagdo de QTL, e que devera ser
avo de escolha durante o0 processo, diz respeito aos marcadores empregados.

3.3 Marcadores moleculares

Como a locdizacdo e identificacdo de um QTL n&o so conhecidas a priori, ndo ha
como discriminar os gendtipos do QTL dos individuos parentais ou de sua progénie. Assm, 2o
empregadas marcas com locdizacdo gendmica conhecida, marcadores moleculares,
estrategicamente dispostos ao longo do genoma. A hipétese empregada para alocdizacdo de um
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QTL € de que estas marcas, ou marcadores moleculares polimorficos, estardo proximas e,
portanto, suficientemente ligadas a0 QTL, de forma que, na maoria da progénie de um
individuo heterozigoto para 0 marcador, serd possivel associar as variaghes na caracteristica
guantitativa de interesse com o gendétipo do marcador, que serd indicativo do gendtipo do
proprio QTL. A associacdo entre 0s gendtipos do QTL e do marcador ndo ocorrerd quando tiver
ocorrido “crossing-over” na melose da formagéo de gametas da geracdo anterior, indicativo do
desequilibrio da ligagdo. A fregliéncia de ocorréncia de recombinagdo @usada por “crossing-
over” dos cromossomos dos individuos parentais permitird estabelecer a estimativa da disténcia
genética entre o marcador e 0 QTL. Como alocdizacdo do marcador € conhecida, ser& possivel
conhecer a estimativa da localizacdo do QTL.

3.3.1. Marcadores microssatélites

Sem a exigténcia da reacdo de PCR, a maioria das regifes microssatélites ndo teria
utilidade como marcadores genéticos (Silver, 1995). As regides microssatdlites sfo marcadores
moleculares especiais que consstem de pequenas seqliéncias com um a quatro nucleotideos,
repetidas em 2tanden? a0 longo do genoma. S&o mais freqlientes nos genomas de organismos
eucaridticos e so bem distribuidas ao acaso. Os marcadores microssatélites constituem a classe
de marcadores que apresenta 0 maior grau de polimorfismo entre 0os marcadores disponiveis
(Ferrera & Gratapaglia, 1996). Regites do DNA podem ser amplificadas por PCR com
"primers" especificos, complementares a regides flanqueadoras &s seqliéncias repetidas da regido
microssatélite. Esses fragmentos amplificados gpresentam polimorfismo extenso, resultante de
diferentes nUmeros de seqliéncias de nucleotideos repetidas. Cada fragmento amplificado de
tamanho diferente representa um aelo diferente do mesmo loco. A Figura 4 agpresenta um
diagrama representando os possivels delos de um microssatélite e como os gendtipos podem ser
detectados. A diferenca existente entre o comprimento das seqiéncias na regido microssatélite
produz fragmentos amplificados com diferentes mobilidades, o que permite identificar padrdes
ou bandas por meio da detroforese em gdl de poliacrilamida.
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ALELOS

M1 CA CACACACACACACACACA CA|

M2 CACACACACACACACACACACACACA
M3 5 CACACACACACACACACACACACACACACA

'\ "primers"

GENOTIPOS

MIM1 M2M2 M3M3 MUM2 MIM3 M2M3

Figura4 - Alelos do microssatélite e sua detecc@o por PCR e eetroforese. Trés diferentes
aeos compostos da repeticdo dos nucleotideos "CA". Os sitios de anelamento dos
"primers’ especificos empregados na amplificacdo estéo representados junto a
identificacdo dos aelos. Os padrfes do gel representam possivels gendtipos com
combinagdes dos ados indicados

Considerando a estimativa de que nos genomas das espécies de animais @meésticos
podem estar disponiveis de 50.000 a 150.000 regides microssatélites (Hilld et d., 1992), a
facilidade em obter a genotipagem de animais pelareacdo de PCR e também o elevado contetido
de informacdo de polimorfismo, qualquer populaco onde ocorre segregacdo pode ser alvo de
estudo de ligagdo ou de mapeamento genético empregando microssatélites.

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1996) a limitacdo basica que existe para aplicacéo
mais ampla destes estudos empregando microssatélites recal na necess dade de trabaho técnico
especidizado e equipamentos laboratoriais sofisticados. Segundo 0s mesmos autores, no entanto,
edta técnica sera cada vez mais utilizada em um nlimero cada vez maior de espécies.

Baseado no exposto, considerando que € possivel empregar populagBes construidas nos
estudos para detectar e mapear QTL de interesse por meio da andise de ligagéo e através do
emprego de marcadores moleculares microssatélites, resta estabelecer o desenho experimentd a
Ser utilizado na construcdo da populagéo de interesse e a metodologia necessaria para estimar a
localizagéo precisado QTL.
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3.4 Populacdes construidas

Ha diversos méodos de deteccéo de QTL, como: Digribuicdo Multimoda em sdlegéo
divergente; Didribuicdo Bimoda em retrocuzamento com sdlecdo; Didribuicdo ndo-normd,;
Heterogeneidade da variancia dentro de familias, e Semelhanca entre a progénie e os pais
(Falconer & MacKay, 1996). No entanto, a abordagem com maior poder em detectar um gene de
efeito principal que afeta uma caracteristica quantitativa € redizada pela Andise Complexa da
Segregacdo, que sera aqui abordada em maior profundidade. Uma das solugBes para permitir a
andlise da segregacdo € a construcdo de popul agdes formadas a partir do cruzamento entre duas
diferentes linhagens consangtiineas ou entre ragas puras (P1 x P2), gerando uma producéo de
individuos — teoricamente - heterozigotos na progénie (F1). A partir da geragdo F1, ha duas
opgdes de novos cruzamentos e progénies (Kngpp et d., 1990; Soller & Beckmann, 1983). A
primeira delas € 0 desenho experimenta de retrocruzamento (BC), quando a geracéo F1 sera
cruzada novamente com os parentais (P1 e P2, sendo BC1 e BC2, respectivamente). A segunda
delas € a producéo de uma geracdo F2, obtida peo cruzamento entre individuos oriundos da
geracéo F1 (F1 X F1).

3.4.1 O caso de apenas um loco marcador

Além da escolha do desenho experimenta, podem ser utilizados diferentes modelos
genéticos (Arus & Moreno-Gonzdes, 1993). Para exemplificagdo, aqui serd suposta a Stuacéo
em que se emprega gpenas um marcador molecular microssatélite (M) e que este possui apenas
doisddos ("M" e"m"). Sera considerado que 0 QTL de interesse possui gpenas dois delos ("Q"
e"g"), supondo também uma freqiiéncia de recombinacdo ( r ), os individuos de F1 obtidos do
cruzamento entre P1 e P2 teriam o diagrama de seus cromossomos conforme apresentado na
Figura 5, a seguir.

Ostipos de gametas em F1 e as frequéncias de ocorréncia sio apresentados na Tabela 2.
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Figura 5 - Diagrama do segmento cromossdmico de individuos da geragdo F1 com gendtipo
Qy/Mm para 0 QTL (Q) e o marcador (M), respectivamente, quando 2r2 € a
fregliéncia de recombinacéo

Tabela2 . Tipos de gametas e suas frequiéncias derivadas da melose em uma geracéo F1

Gametas Frequéncias esperadas
QM @a-n/2
gM r/2
Qm r/2
gm ad-n/2

3.4.2 Desenho experimental F2 para um modelo supondo apenas um

marcador molecular

Supondo um desenho experimentd de F2, havendo o cruzamento entre s dos gametas
descritos na Tabela 2, seguindo Soller & Beckmann (1983) e admitindo que +a, d e -a sgjam os
efeitos genotipicos para os gendtipos QQ, Qq e qg, respectivamente, 0s gendtipos da geracdo F2
produzida, bem como suas freqiiéncias e valor genotipico so apresentados na Tabela 3.
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Tabda 3 . Gendtipos, freqliéncias e valor genotipico esperados na geracéo F2 obtida do

cruzamento entre F1 x F1

Gendtipo frequéncias vaor genotipico
QQMM 1-n?%/4 +a
QQMm r(r-rnl/2 +a
QQMm r’l 4 +a
QoMM r(r-n/2 d
QqMm (1-2r + 2r9)/2

Qgmm r(r-n/2

qgMM r’l 4 -a
ggMm r(r-rn/2 -a
qgmm 1-n?%/4 -a

O vdor da estimativa da taxa de recombinacao, indicativa da distancia genética exigtente

entre 0 marcador e o QTL, é obtido por cdculo agébrico, agrupando-se os individuos em trés

classes de marcadores, a saber: MM, Mm e mm. No entanto, esta estimativa s tem sentido

quando houver diferenca significativa entre as médias observadas para a caracterigtica fenotipica

de interesse para as classes de marcadores mencionadas. As médias esperadas para as trés

classes de marcadores, obtidas pela combinacdo entre as freqliéncias e os vaores genotipicos
gpresentados na Tabela 3, estéo na Tabela 4.

Tabela4 . Vdores esperados das médias da caracteristica de interesse de acordo com aclasse do

marcador molecular.

Classe do marcador média esperada da caracteristica
MM m+a(l-2n+2rd(1 - r)
Mm m+d(1-2r + 2r?)
mm mta @r-1)+2rd(1 - r)
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Contrastes ortogonais realizados entre as médias observadas nos individuos classificados
para 0 marcador permitem estimativas dos efeitos do QTL, referentes aos efeitos aditivos e de
dominéncia. Considerando [MM] como sendo a média da caracterigtica de interesse observada
nos individuos classificados como gpresentando o gendtipo MM para o marcador. Considerando,
de forma andoga, a média [Mm] para os individuos da classe Mm e a média [mm] para os da
classe mm, os contrastes so apresentados na Tabela 5.

Tabda5 . Contrastes ortogonais empregados no caculo dos efeitos genéticos aditivo (a) e
devido adominancia (d) do QTL

Contrastes Ortogonais

(IMM] - [mm])/2=a(1- 2r)
[Mm] - ((MM] -[mm])/2)=d (1 - 2r)
(AMm] - [MM] - [mm]) / [MM] - [mm]) = (d /&) (1 - 2r)

Para a situacéo em que se emprega um desenho experimenta de retrocruzamento (BC),
por meio do retrocruzamento com P1 e P2, respectivamente BC1 e BC2, com um marcador
molecular, ha ateracles nas frequiéncias dos gendtipos, nos valores genotipicos esperados e nas
médias esperadas para 0 marcador, bem como para os contrastes.

3.4.3 Desenho experimental de retrocruzamento (BC) para modelo com
um marcador

Considerando um retrocruzamento realizado com o cruzamento entre uma geragéo F1
(QgMm) e as linhas ou ragas parentais P1 (QQMM) e P2 (ggmm), as frequiéncias genotipicas
gue seriam observadas estéo dispostas na Tabela 6.

A separacdo dos individuos em classes de gendtipo para os marcadores, de acordo com o
retrocruzamento, BC1 ou BC2, estéo apresentadas na Tabela 7, onde myc; € My, representam as
médias dos valores genotipicos para os demais genes que contribuem para a caracterigtica de
interesse, respectivamente para BC1 e BC2. Os vaores estimados para contrastes ortogonais
estéo gpresentados na Tabela 8.

Segundo Arls & Moreno-Gonzdes (1993), o método empregando gpenas um marcador
molecuar apresenta algumas desvantagens, dentre elas destaca-se que pode ocorrer que os
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vaores de "d' e "d" sgam subestimados e quando o vaor de "r* for maior, esse viés também
seramaior.

Tabela 6 . Gendtipos e fregliéncias genotipicas no desenho BC, sendo BC1= (QgMm x QQMM)
e BC2 = (QgMm x ggmm)

Gendtipo Freqliéncias Genotipicas
BC1 BC2

QQMM x-n/2

QQMm r/2

QuqMM r/2

QgMm @a-nir2

QgqMm @a-nir2
Qgmm ri/2
QgMm r/2
Qgmm @a-nir2

Tabela7 . Vdores esperados das médias da caracteristica de interesse de acordo com a classe do
marcador molecular para desenho BC com um marcador

Classe do marcador medla%perada dacaracteristica
MM (BC1) Mc+a(l-rn+rd
Mm(BC2) Mmc+d@-1-ra

mm(BC2) Mcx+a (r-1)+rd
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Tabda8. Contrastes ortogonais empregados no caculo dos efeitos genéticos aditivo (a) e
devido adominancia (d) do QTL, para desenho BC com um marcador

Contrastes Ortogonals

(IMM(BCL)] - [Mm(BCL)] + [Mm(BC2)] - [mm(BC2)] )/ 2=a(l - 2r)

([MM(BCL)] + [Mm(BC2)] - [MM(BCL)] - [mm(BC2)] )/ 2=d (1 - 2r)

Outra desvantagem do modelo com apenas um marcador € que apesar de haver
indicacbes da distancia entre o marcador e 0 QTL, sua locaizacdo ndo permanece estabelecida,
podendo este estar ajusante ou a montante do marcador. Baseado nas desvantagens e limitagOes
do método utilizando apenas um marcador, Lander & Botstein (1989) e Knapp et d. (1990)
sugeriram o emprego de marcadores flanqueando aregido candidataao QTL.

3.4.4 Localizacdo do QTL empregando mais de um marcador

molecular flanqueando a regido candidata

Com a utilizacdo de marcadores microsatélites estrategicamente dispostos ao longo do
genoma, diversos estudos tém sido desenvolvidos com maior densidade na locdizacéo de QTLs
(Georges, 1995).

O méodo consiste em cruzar duas linhagens ou racas (P1 x P2), de genétipos MMNN
(P1) e mmnn (P2) para os marcadores M e N localizados no mesmo cromossomo e com relaiva
proximidade. Exigtindo QTL (Q) locdizado entre os marcadores (Figura 6), 0 gendtipo da
geracdo F1 esta apresentado na Tabela 9, em que r, é a freqliéncia de recombinagéo entre o
marcador M e 0 QTL er, afreguiéncia de recombinacdo entre o marcador N eo QTL.
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l r | 2 |

Figura 6 - Diagrama do segmento cromossdmico de individuos da geragdo F1 com gendtipo
MmQgNn para o marcador (M) e marcador (N), flanqueando o QTL (Q), quando r,
e I, sdo as freqliéncias de recombinacéo entre o marcador M e 0 QTL e afreqiéncia
de recombinacéo ertre o marcador N e 0 QTL, respectivamente

Tabela9. Vaores esperados das médias da caracteristica de interesse de acordo com aclasse do
marcador molecular para desenho BC com um marcador

Classe do marcador média esperada da caracteristica
MM (BC1) Mmcta(l-n+rd
Mm(BC1) Me+d(@l-1r+ra
Mm(BC2) Mmc+d(l-nN-ra
mm(BC2) me+a (r-1)+rd

3.4.5 Desenho experimental de retrocruzamento (BC) para modelo com

mais de um marcador flanqueando a regiéo

Considerando a aternativa de empregar retrocruzamento com os parentais P1 e P2, as
freqiiéncias genotipicas e os gendtipos paraBCL (F1 x P1) e BC2 (F1 x P2) sfo apresentados na
Tabda 10. Conforme mencionado, as tabelas consderam desprezivels as chances de ocorréncia

de mais de um evento de 2crossing-over2 entre os marcadores (ou sga, i X r>=0).
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A Tabela 11 permite visualizar as classes dos marcadores detectéveis nos individuos e as
médias esperadas para a caracteristica de interesse, sendo "a' e "d" deitos genéticos aditivo e
devido adominanciado QTL, respectivamente.

Congderando a distancia entre os marcadores M e N como sendo r, de forma que na
auséncia de duplas recombinagles, r = 1 + 12, de acordo com Arls & Moreno-Gonzées (1993),
teremos que a propor¢ao r,/r serd dada por: ry/r = (qi- o+ gs- Qs) /4 (Q1- ) + (- Qs+ Qs -
Os) /4(Qs- gs) ; eosvaoresde"a' e"d", caculados de acordo com as expressies. a= (- s+
Os-Qs) /2;d=(0s- gs- 01 +q4) /2. Com basenas expressies gpresentadas, pode-seredizar a
edimativa de locdizacéo do QTL, bem como seu vaor genético aditivo e de dominancia.

O moddo de F2 encontrase descrito em Carbondl et d. (1992), com marcadores
flanqueando a regido do QTL, desenvolvido atendendo o mesmo raciocinio empregado para o
desenho BC. Varios outros autores publicaram traba hos considerando os desenhos mencionados
e indicando testes apropriados (Haey & Knott, 1992; Lander & Botstein, 1989; Lebowitz et 4.,
1987, Soller & Genizi, 1978; Vischer & Haey, 1996; Wdler, 1986). Segundo Falconer &
MacKay (1996), o desenho de F2 teria vantagens sobre o desenho BC, ja que aguele necessita de
menor nimero de informagdes para que os testes de deteccdo do QTL atinjam poder estatistico
equivaente.

Ha também de ser considerada a possibilidade de ser realizada a genotipagem seletiva dos
animais produzidos a partir do cruzamento de linhagens ou ragas. A genctipagem sdetiva foi
proposta por Lebowitz et d. (1987) e condtitui uma aternativa interessante na redugéo de custos
mediante a genotipagem dos individuos distribuidos nos extremos da curva de digtribuicio dos
vaores da caracterigtica quantitativa avaiada. Darvas & Soller (1992) demonstraram que a
genctipagem sdletiva pode reduzir o nimero de genotipagens para um mesmo poder do teste.
Bovenhuis & Spelman (1996) encontraram resultados semelhantes. Segundo Hilld et d. (1992),
empregando-se 5% da populacdo total com a genotipagem de individuos distantes ao menos dois
desvios-padrdo da média, essas informages contribuem com 28% do total da informacdo de

ligacdo disponivd.
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Tabela 10. Gendtipos e frequéncias genctipicas no desenho BC, sendo BC1= (MmMQQgNn X

MMQQNN) e BC2 = (MmQgNn x mmggnn). rl e r2 sdo as frequéncias de
recombinac@oentre o loco M e 0 QTL (Q) e afregliéncia de recombinacéo entre os
locos N e Q, respectivamente

Gendtipo Frequiéncias Genotipicas

BC1 BC2
MMQQNN L-r-r) /2
MMQONnN r, /2
MMQgNn r, /2
MmQQNN ro/2
MmQONN r,l 2
MmQad\n @Q-r-1r) /2
MmQgNNn @A-r-r)l/2
MmQonn r, /2
Mmaggnn ra/2
mmQQgNN r. /2
mmagNn r,/2

mmagnn

@Q-r-r)/2
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Tabela1l . Vaores esperados das médias da caracteristica de interesse de acordo com as classes
dos marcadores moleculares para desenho BC com marcadores flanqueando o QTL.

Refrocruzamento Classe do marcador média esperada da
caracteristica
BC1 MMNN Q=M + a
MMNnN = Ncy +dry +ar,
MmNN =My +dr+an
MmNn Qs=Nic1 +d
BC2 MmNnN Os=Mc +d
Mmnn 0= Mz +dr-an
mmNn Q=M +dr -ar,
mmnn Os=Mic2 -2

3.4.6 Desenho de filhas (Daughter Design)

Especid mente em gado de leite, 0s desenhos experimentais sfo fundamentais. Ostouros
ndo expressam a caracteristica de interesse dos animais, que € a lactacdo. Ha também uso
freqUente de inseminagdo artificia e a conseguiente multiplicacdo em muitos rebanhos de parte
do genoma dos touros em niveis e evados.

A teoria do 2Desenho de Filhas? consste na pressuposicéo de existéncia de um touro
heterozigoto para um determinado marcador e que possui um grande nimero de descendentes. E
possivel, portanto, testar a presenca de ligacdo entre marcador € QTL na sua progénie por meio
dadiferenca entre as médias dos val ores da caracteristica de interesse nas filhas, sendo que estas
podem ter recebido um ou outro dos delos do marcador do touro. Na maioria dos casos, é
interessante incluir maior nimero de touros no estudo, para reduzir as chances de que o touro
sgja heterozigoto para 0 marcador e homozigoto parao QTL. Uma andise da variancia entre os
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subgrupos de filhas que receberam digtintos aelos permite avdiar a sgnificancia da diferenca
entre as médias dos fendtipos observados. O diagramadaFigura7 ilustrao Desenho de Filhas.
No Desenho de Filhas, todos os animais SGo genotipados para 0 marcador e sfo coletadas
informactes da producéo da caracteristica de interesse das filhas.

Segundo Soller & Genizi (1978) e Weller et d. (1990) para se detectar um QTL de
efeito médio de subgtituicdo de delos inferior a Y2desvio-padréo serd necessario genotipar e
acompanhar a producao de milhares de filhas de diversos touros.

M1 Q1 Mx Qy

| | —1 1
M2 QE Mx  Qy
filr‘uas filhas
M1 Q1 M2 Q2
— e
Mx Qy Mx Qy

Fgura7 - Diagrama do Desenho de Filhas. M1 e M2 sdo delos do marcador molecular do touro.
Mx delos dos marcadores das matrizes. Q1 e Q2 aldos do QTL do touro. Qy deosdo
QTL das matrizes. Cromaossomo do touro; Cromossomo das
meatrizes

3.4.7 Desenho de netas (Granddaughter Design)

Neste desenho, os touros possuidores de filhos que também so utilizados nos programas
deinseminacéo artificia, sfo genotipados em busca de marcadores heterozigotos. Os seus filhos
também sdo genotipados e so coletadas informacfes da caracteristica fenotipica de interesse
somente nas netas. Segundo Weller et d. (1990), 0 nimero de genotipagens necessrias no
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Desenho de Netas € inferior ap necess&rio no Desenho de Filhas, mantendo-se 0 mesmo poder
do teste. Os autores também consideram vantgjoso utilizar apenas sémen dos touros para a
genctipagem dos animais, sem a necessdade de coleta de sangue das matrizes para essa
findidade.

NaFigura8 estailustrado o diagrama do Desenho de Netas.

Touro Avd Avos

ML Q1 Mx Qy

|\/|2I Q2 Mx  Qy
matrizes | fiThos fiThos | matrizes
Mx Qy ML Q1 M2 Q2 Mx Qy
N T X N B - N I X I T -
. T e B T S T
Mx  Qy Mx  Qy Mx  Qy Mx  Qy
| netas | | netas |
Mx Qy M1 Q1 M2 Q2 Mx Qy
—_—) — —— —_—
- . - . R T - — .
Mx  Qy Mx  Qy Mx  Qy Mx  Qy

Figura8 - Diagrama do Desenho de Netas. M1 e M2 sdo ados do marcador molecular
do touro. Mx ados dos marcadores das matrizes. Q1 e Q2 ados do QTL do
touro e dos filhos. Qy adosdo QTL das matrizes.
do touro;

Cromossomo

cromossomo das meatrizes

O Desenho de Netas utiliza registros geneal 6gicos e, segundo Georges et d. (1995), com

a reducdo da necessdade de genctipagens dos animais, para caracteristicas de baixa
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herdabilidade, esse desenho experimenta proporciona a reducéo de gproximadamente 3,5 vezes
no tempo destinado para genotipagem em relacéo ao 2Desenho de Filhas?.

Segundo Weller et d. (1990), uma questdo importante reside em conhecer a edtrutura da
populagéo para julgar o desenho mais gpropriado para andise. O Desenho de Filhas requer entre
5 e 20 touros com 200 a 2.000 filhas cada um para sua redizacdo com razoavel poder de
deteccdo. Segundo este autor, a aplicacdo do Desenho de Filhas seria interessante em rebanhos
NUMErosos € com uso intensvo da inseminagéo artificia, com disténcias reduzidas entre os
locais de criagéo e com reduzido nimero de touros provados usados na inseminagdo a cada ano.
O Desenho de Netas seria mais gpropriado em rebanhos nos quais os touros classficados como
"dite’ possuissam filhos também empregados nos programes de inseminacéo atificid e
preferencialmente pudesse ser obtido sémen desses animais, em uma Unica coleta, em certrais de
inseminacdo atificid. Esse desenho também seria mais vantgoso nos casos em que ha um
grande nimero de matrizes cujas informagdes zootécnicas estejam reunidas e organizadas.

Com relacdo aos métodos de andlise do QTL, podem ser redizadas andises pelo méodo da
andise de vaiancia (Wdler et d., 1990), pdo méodo da méaxima verossmilhanca (Wdler,
1986), ou pelo méodo do Qui-quadrado (Geldermann, 1975).

3.5 O poder para se detectar QTLs

Uma das preocupacies recentes entre os autores com relacdo aos digtintos desenhos e
model os experimentais empregados para a localizagdo de QTLSs refere-se ao poder do teste para
detectar a ligacéo deste com o marcador. Nos estudos com varios marcadores moleculares
digribuidos a0 longo do genoma, tem sdo empregado com fregiiéncia 0 método da méxima
verossmilhanga. A principa diferenca em relacdo a0 método dos quadrados minimos é que a
méxima verossmilhanca independe da distribuicdo dos dados. As edimativas de méaxima
verossmilhanca (MLE - "Maximum Likedihood Estimation™) sdo obtidas em andises redizadas
por computadores e aguns programas foram desenvolvidos por grupos de pesguisa e estéo
disponiveis mediante solicitacdo. Usuamente as andises destas estimativas geram gréficos de
"LOD scores' (LOD, para "log odds') que apresentam a verossmilhanga da ligagdo entre dois
locos geneticamente préximos um do outro. O "LOD score' é o logaritmo na base dez de uma
razéo, na qual o numerador corresponde & chances de que os dados provenham de um QTL,

enquanto o denominador corresponde & chances de que ndo exista nenhum QTL ligado aos
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marcadores para a caracteristica em estudo. Valores de "LOD scores' que evitam a deteccéo de
um QTL faso-postivo com 95% de configbilidade quando sfo testados 60 marcadores
digtribuidos em uma regido do genoma com 1.200 cM foram estimados como sendo de 2,4
(Lander & Botstein, 1989). O gréfico € congtruido calculando-se os vaores de "LOD scores'
para posigdes definidas dentro dos interval os entre os marcadores.

A posshilidade de que sgam detectados QTLs fasos-postivos tem levado vaios
autores aredlizarem estudos para estabelecer 0 poder dos testes estatisticos relativos a diferentes
nimeros de animais utilizados na andise (Martinez, 1998; Moody & d., 1997; Smpson, 1989;
Soller & Genezi, 1978; Weller et d., 1990).

3.6 Consideracodes finais

Uma abordagem tradiciona em genética quantitativa € avdiar os fendtipos dos animais e
dados a respeito de sua genealogia e inferir sobre a base genética que causa a variacéo fenotipica
observada. A abordagem dternativa trazida pela genética molecular inclui a genotipagem direta
dos animais nesse contexto, mas também a avaiacdo de como a locdizacdo dos genes e a
elaboracdo de mapas genéticos podem auxiliar aexplicar avariagéo fenotipica

A identificacdo de genes de efeito principal que s8o responsavels por caracteristicas
méricas comercidmente importantes em animais domésticos ira requerer a identificacdo de
locos candidatos. A locaizacdo pode ser redlizada em populagbes abertas ou em popul agdes
condruidas para este fim, no entanto uma das dificuldades nas metodologias para se detectar
QTLs envolve o tamanho dos experimentos, mesmo para detectar efeitos genéticos principais.
Outra complicacdo € que ainda que animais gpresentem 0 Mesmo gendtipo para 0s principais
genes relacionados com determinada caracteristica quantitativa, verifica-se variagdo nos niveis
de producéo devido a fatores ndo-genéticos ou ambientais. Ha também que se consderar que nos
animais de grande porte os ntervalos entre cada geracéo sdo grandes e assm, as populagdes
construidas com grandes animai's trazem a necessidade de experimentos com multiplas geragOes,
0 gue pode ser atingido somente gpds muitos anos de estudo.

Dentre as principais possibilidades de utilizacdo do conhecimento sobre o genoma dos
animais domésticos pode-se destacar 0 uso da sdlecdo de animais assistida por marcadores
moleculares, especiamente quando as caracterigticas de interesse agpresentarem  baixa
herdabilidade ou correlagdes genéticas indesgjaveis. Também se pode destacar a possibilidade de
selecdo precoce de animais destinados a reproducdo. Outro importante aspecto a mencionar
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refere-se ao isolamento, clonagem e manipulacéo direta de genes que controlem caracteristicas
quantitativas desgaveis. A engenharia genética de animais como forma de aterar suas
caracterigticas produtivas pode multiplicar muitas vezes os nivels de producdo. Tudo isso
depende inicidmente da locdizacdo correta e eficiente dos QTLS e poderiormente da
identificacgo dos genes especificos responsaveis pelo fendtipo de interesse.

Nao obstante & dificuldades, experimentos dessa natureza vém sendo conduzidos, pois
ndo h& como declinar de tarefa cientifica to fundamental quanto a de contribuir na constru¢éo
dos mapas genéticos das espécies comerciais mais importantes. As perspectivas existentes na
vadta literatura sobre 0 assunto sfo de que as proximas décadas irdo se beneficiar muito das
informagOes bésicas a respeito da estrutura e organizacdo dos genomas. Inlimer as possibilidades
advindas desse conhecimento e da exploracéo €ficiente da variabilidade genética estéo previdtas.

3.7 Conclusodes

O emprego de marcadores moleculares permite identificar regides cromossdmicas
gue contém gene(s) responsaves pela ocorréncia de mastite.

Populagbes congtruidas de gado de leite com desenhos experimentais pré
estabelecidos sdo 0s melhores recursos para essa findidade, ja que é nesses casos
que e verifica 0 maior desequilibrio de ligacéo.

O estudo de populagbes congtruidas com o estudo do fendtipo e marcadores
moleculares condtitui uma dternativa inteligente de utilizar a variagdo genética e
selecionar individuos superiores, com posshilidades de impacto nos sstemas de
producéo.



4 DISTRIBUICAO DOS ALELOS DO GENE BOLA-DRB3 EM BOVINOS DA
RACA GIR LEITEIRA (Bos indicus) 4

* A seqiiéncia de nucleotideos reportada foi submetida ao GenBank e recebeu nimero de acesso:
AF209710.

Resumo

Bovinos da raca Gir Leiteira caracterizamse como uma raga bem adaptada & condigles
tropicais e para a qua ndo ha registro de informacbes moleculares a respeito do complexo
principd de higocompatibilidade (MHC — “Mgor Histocompetibility Complex”). O segundo
“exon” do gene BoLA-DRB3 foi amplificado por meio da reacd em cadeia da polimerase
(PCR- Polymerase Chain Reaction) em amostras de DNA de 28 vacas daraga Gir Leiteira. Duas
metodologias de genotipagem foram empregadas. Seqlienciamento direto dos produtos de PCR
(PCR-DS); e clonagem seguida de sequienciamento dos fragmentos amplificados do gene BoLA-
DRB3 (CLO-S). Dezessete delos foram identificados, inclusve alguns somente recentemente
descritos em zebuinos. As fregliéncias délicas variaram entre 2 e 18 %. Os adeos mais
frequentes foram * 3601 (18%), * 2201 (14%) e * 2101 (11%).

Summary

Brazilian dary Gir (Bos indicus) catle are a tropical, well-adapted breed, for which no
information on the mgor hisocompatibility complex (MHC) is currently available. The second
exon of the bovine lymphocyte antigen (BoLA-DRB3) was amplified by polymerase chain
reection (PCR) of DNA samples from 28 Brazilian dairy Gir cows. Two experimentd
genotyping approaches were used: direct sequencing of PCR gene products (PCR-DS) and

* DA MOTA, A. F.; GABREL, J. E MARTINEZ, M. L.; COUTINHO, L. L. Distribution of bovine
lymphocyte antigen (BoLA -DRB3) dldes in Brazilian dairy Gir catle (Bos indicus) European
Journal of Immunogenetics, v. 29, p. 223-227. 2002. ARTIGO PUBLICADO.
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sequencing of cloned PCR fragments (CLO-S). Results demonstrate the viability of both typing
approaches. PCR-DS dlowed typing of 39% of the animas while the remainders were
genotyped by CLO-S. Seventeen BoLA-DRB3 alees were assgned, including some that were
only recently described for zebu cattle. Allelic frequencies ranged from 0.02 to 0.18. The most

frequent aleles were * 3601 (frequency = 0.18), *2201 (0.14) and *2101 (0.11).

4.1 Introducéo

No Brasil, os bovinos da raga Gir foram inicidmente importados da india no inicio do
sculo XX. Esses animais apresentam caracteristicas como corpo  compacto, barbela
desenvolvida, cabega convexa e pelagem rosilha. Segundo Santiago (1987), em 1938 a sdecéo
para fémesas destinadas aproducéo leiteira foi iniciada na Estacéo Experimental de Umbuzeiro,
no estado brasileiro da Paraiba. Nos dias atuais, a raga gpresenta animais bem adaptados &
condigOes tropicais do Brasl e o desempenho leiteiro de vacas puras Stua-se ao redor de 2.700
kg de leite por lactac@o gustada para 305 dias (http://www.cnpgl.embrapabr/gir).

A madtite representa a doenca mais comum a afetar os rebanhos leiteiros do Brasil
(Veiga et d., 1994). A inflamacdo da glandula maméria reduz a producéo de leite e os pregos
dos produtos, bem como causam riscos a0 consumo humano. A identificacdo de bovinos
resistentes amadtite vem sendo associada por diversos autores ao gendtipo dos animais para 0s
genes do Complexo Principd de Histocompatibilidade (MHC) (Dietz et d., 1997b). Ha véarios
estudos na literatura, nos quais a associagcao genética entre o gene BoLA-DRB3 e a ocorréncia
de madtite vém sendo investigadas (Dieiz et d., 1997ab; Gilliespie et d., 1999; Giovambattita
et d., 1996; Kem et d., 1997; Sharif et d., 1998; Starkenburg et d., 1997). Nos bovinos daraga
Gir Leiteira, os problemas decorrentes da ocorréncia de magtite também representam uma
importante fonte de reducéo de produco e lucro na pecuaria.

O produto do gene BoLA-DRB3 é uma proteina de ligagdo, presente na superficie
cdular e relacionada com a formacdo do complexo antigeno-anticorpo, sendo portanto uma
importante molécula associada com a resposta imunol 6gica especifica. Até hoje, 107 diferentes
ados foram identificados no gene BoLA-DRB3 (www.projects.rodin.ac.uk), sendo esse extenso

polimorfismo responsavel pela dificuldade em genctipar corretamente os animais. Os primeiros
estudos empregaram a metodologia de PCR-RFLP (RFLP — "Redtriction Fragment Length
Polymorphism) com o emprego de enzimas de restricéo e digestdo de fragmentos de tamanho
variavel em funcéo das variagtes das seqliéncias dos aelos - polimorfismo (Gehaus et d., 1995;
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Sitte et d., 1995; Van Eijk e d., 1992). Essa metodologia esta bem caracterizada, no entanto,
como consequiéncia do extenso polimorfismo observado para esse gene, diversos ados néo
podem ser discriminados desta forma. A metodologia de PCR-RFLP permite discriminar gpenas
56 delos diferentes dentre os 107 delos descobertos até o momento. Como ndo ha informacdes
sobre 0 gene BoLA-DRB3 em animais da raca Gir Leiteria, o propdsito do presente trabaho é
identificar os aeos presentes nesses animais e verificar a sua distribui¢do para essaracatropical
zebuina. Para aingir esse objetivo, duas metodologias experimentais seréo empregadas para
genotipar os animais. sequenciamento direto dos produtos de PCR (PCR-DS); e clonagem
seguida de sequienciamento dos fragmentos amplificados do gene BoLA-DRB3 (CLO-S).

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Animais e coleta de amostras

Vinte oito vacas da raga Gir Leteira Bos indicus) pertencentes a Embrapa Gado de
Lete locdizada em Jiz de Fora, MG, foram utilizadas. Amostras de sangue de 5 ml foram
coletadas nos animais e conservadas em 0,5% de EDTA, sendo congeladas a —20 °C para

andise pogerior.

4.2.2 Extragcao de DNA

O protocolo de extracéo consstiu de adicdo de 7 ml de tampéo de lise (0,32 M sacarose,
12mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCI2 e 1% Triton 100) a5 ml de sangue. As amostras foram a
seguir centrifugadas a 2.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi em seguida descartado e mais
3 ml de tamp&o de lise foram adicionados & amostras que, apds serem ressuspendidas, foram
centrifugadas a 2.000 g durante trés minutos, novamente. Esse passo foi repetido até que um
pellet claro fosse obtido. O DNA foi extraido da amostra mediante a suspensdo da amostra em
900 il de uma solucdo contendo 4501 | de tampéo de proteinase K (NaCl 0,375 M ; EDTA 0,12
M, pH 8,0), 4511 de proteinase K (20 mg/ml) e 20 i1 de SDS 20% (Sodium dodecyl sulfate). As
amostras foram a seguir incubadas por 16 horas a 55 °C e na manha seguinte a proteina foi
precipitada mediante a adicdo de 500 il de NaCl 5M. Apds centrifugacdo a2.000 g durante 25
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minutos, 0 sobrenadante (@050 il) foi digtribuido em trés tubos "eppendorf” de 1500 il (350
il/cada) e 1000 il de etanol absoluto foram adicionados a cada tubo. O DNA das amodtras foi
precipitado apds centrifugacdo a 10.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
amostras foram lavadas em etanol 70%. Ao final, as amostras foram secas a 37 °C por uma hora
e cada pellet de DNA foi ressuspendido em 100 il de &gua milli -Q (Millipore Corporation,
Bedford, MA).

4.2.3 Amplificacdo do segundo exon do gene BoLA-DRB3

Oligonucleotideos iniciadores primers) publicados por Van Eijk et d. (1992) foram
utilizados para amplificacdo de uma regido gendmica do segundo exon do gene BoLA-DRBS3.
Os primers HL0O30 (5- ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC — 3) e HLO3L (5-
TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT — 3) foram utilizados en uma primeira reacdo de
amplificacdo. Essa primeira reacéo foi conduzida empregando 100 ng de DNA (5 il) emum
volume total de 25 i1 contendo 1 x tamp&o de PCR, 10 mM dNTP mix, 50 mM MgCl, 0,5 mM
de cada primer e uma unidade da enzima Taq DNA polimerase (Gibco BRL, New York, NY).
As condicles térmicas de amplificacdo para essa primeira parte da PCR contiveram uma etapa
inicid de desnaturagZo de trés minutos a 94 °C seguida de dez ciclos de dez segundos a 94 °C,
30 segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C, permanecendo uma etapa de extens?o fina de cinco
minutos a 72 °C. Ap6s a primeira etapa de amplificagdo, uma segunda reacdo de PCR semi-
aninhada foi conduzida com 10 il da solugdo da primeira reacdo de PCR digtribuidas em cinco
novos tubos (2 i I/tubo) com concentragBes de reagentes conforme descrito para a primeira etapa
de PCR, exceto que nesta etapa foram utilizados os primers HLO30 e HL0O32 (5-
TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC — 37). O primer HL032 possui uma sequéncia interna
em relacdo aseqiiéncia amplificada na primeira etapa de PCR, possuindo uma superposicéo de
oito bases com o primer HLO31 (sublinhada no texto acima). As condigdes térmicas nesta
segunda etapa da reacdo e PCR foram 25 ciclos com 40 segundos a 94 °C e 30 segundosa65 °C,
seguidos de cinco minutos a 72 °C. As reagdes foram redlizadas em placas de 96 amostras
(Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA).
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4.2.4 Eluicao dos produtos de PCR e sequenciamento direto

Brevemente, a eletroforese das amostras amplificadas foi conduzida em gdl de agarose
2% (Gibco BRL, New York, NY) aplicando-se 100 il das reagdes de PCR e combinando-se
quatro tubos. Fatias de gel com as bandas especificas dos produtos do gene BoLA-DRB3 foram
eluidas e purificadas utilizando as recomendagdes do fabricante do produto Sephaglas BandPrep
Kit (Amersham-Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ). Dois il do produto purificado com
200-500 ng de amostra de DNA amplificado foram submetidos areacdo de seqlienciamento em
um volume tota de 15 il contendo 2 il de ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Core
Kit com AmpliTag DNA polimerase (Perkin-Elmer Applied Biosysems), 1 il de primer 5i M,
sendo HL O30 ou HL 032 (cond stente com a reacao de seqiienciamento sendo diretaou reversa) e
2 il de tamp&o de sequienciamento (200 mM Tris-HCl, pH 9,0, e 5 mM MgCl,). As reacbes
foram redizadas de acordo com o seguinte perfil térmico: 96 °C durante 3 minutos, 25 ciclos de
96 °C durante dez segundos, 50 °C durante cinco segundos e, ao fina, uma extensfo de quatro
minutos a 60 °C. As amostras, apds a reaco, foram precipitadas em isopropanol 90%, lavadas
em etanol 75% e secas atemperatura ambiente. A sequir, as amostras foram ressuspendidas em 4
il de formamida deionizada : EDTA 50 mM, pH 8,0 (5:1) e 2 il foram aplicados em um
sequenciador  automético ABI 377 (Perkin-Elmer Applied Biosystems) e submetidos a
eletroforese durante sete horas.

4.2.5 Clonagem dos produtos eluidos

As amostras que revelaram a possibilidade de identificacdo de novos deos, bem como
aguelas para as quais a genotipagem direta dos produtos de PCR mostrou-se nao-confidvel,
foram submetidas a clonagem. Edta foi redizada no sitio Sma | do vetor pUCI8 utilizando o
protocolo de ligacdo SureClone Ligation Kit (Amersham-Pharmacia Biotech Inc) e
transformadas em células competentes IM109 da bactéria Escherichia coli (Hanahan, 1983).
Clones com copias dos dedos do gene BoLA-DRB3 foram seqglienciados mediante as mesmas
condigdes acima descritas, excegdo feita para 0 uso de primers diretos ou reversos universais
M13 (Perkin-Elmer Applied Biosystems).
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4.2.6 Definicdo dos alelos

A designacdo dos ddos que compunham o gendtipo de cada animd foi redizada
inicialmente gpos exame das seqliéncias obtidas com o seqlienciamento direto (PCR-DS) com os
primers direto e reverso. As seqiiéncias consenso das duas leituras obtidas por meio de exames
dos cromatogramas foram comparadas com as sequéncias de aelos previamente identificados
utilizando o software Sequencher versdo 3.0 (Gene Code Corporation, Ann Arbor, MI). Com o
objetivo de dirimir dividas e ambigliidades em amostras de individuos heterozigotos, somente
0s ddos que produziran combinagdes possiveis de leituras dos dedos identificados
anteriormente foram consideradas. A genctipagem foi definida somente nos casos em que néo
havia davida com relacdo aleitura das bases nos cromatogramas e a combinagéo de adeos
previamente identificados era precisa, em todas as posicdes. Nos casos em que a genotipagem
por PCR-DS néo foi possivel, as amostras foram clonadas e seqiienciadas (CLO-S).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Comparacgéo das diferentes metodologias de genotipagem

Foram testadas duas metodologias de sequenciamento de produtos de PCR locdizados
no segundo exon do gene BoLA-DRB3. Na primeira, os produtos eram seqlenciados
diretamente (PCR-DS) apds a amplificacdo; e na segunda, os produtos amplificados eram
clonados antes de serem seqiienciados (CLO-S). Quando os produtos da amplificagdo foram
sequienciados diretamente (PCR-DS) sem a €luicdo dos fragmentos em géis de agarose, a correta
identificacdo dos adelos ndo foi possivel. Os resultados mostraram que, mesmo sendo areacéo de
PCR, uma técnica consagrada, rgpida e efetiva de amplificacdo de fragmentos especificos de
DNA, o sequienciamento de produtos de PCR exige produtos isolados e purificados para que a
reacdo sgja bem-sucedida com a leitura correta das bases da regido do fragmento de interesse.
Quando os produtos de PCR foram duidos e purificados em géis de agarose, 0s primers
restantes das reagOes anteriores foram retirados e a nova reagao de seqiienciamento foi realizada
na presenca especifica do primer incluido para a redizacdo da reacdo de seglienciamento,
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produzindo uma leitura Unica. Alteragtes na qualidade das amostras ap6s a purificacdo podem
ser visudizadas na Figura 9.

A genotipagem foi possivd com o emprego de PCR-DS, no entanto, as muiltiplas
combinagbes das sequéncias provenientes de dois adelos sendo seglienciados em uma Unica
reacdo, quando os animais eram heterozigotos, resultaram em eevado consumo de tempo para
andise dos resultados. Ainda, a0 find, a identificagdo dos aelos em aguns casos permaneceu
ambigua e a amostra teve de ser clonada e seqlienciada para que a genotipagem fosse redizada
COM SUCESSD.

O seglienciamento dos clones produziu sequiéncias de melhor qudidade e a possibilidade
de imediata genotipagem (Figura 10). Todos os animais tiveram a0 menos duas seqiéncias
provenientes de PCR-DS, uma empregando o primer direto eoutracomo primer reverso. Dentre
as 28 vacas andisadas, 11 animais (39,3%) foram corretamente genotipados por meio de PCR-
DS. Duas vacas dentre essas 11 necessitaram de quatro reagdes de seguienciamento para permitir
uma genotipagem confidvel. Materiad genético das restantes 17 vacas foi clonado para que a
genctipagem do animd fosse possivel. CLO-S também foi redizado nas 11 vacas genctipadas
por meio de PCR-DS para conferir a genotipagem que havia sido realizada nesses animais com
essa metodologia

PCR-DS gpresentou vantagens e desvantagens. Primeiramente, as seqiiéncias sao obtidas
rgpidamente, pois ndo h& necessidade de clonagem dos fragmentos de PCR dos animais. Outra
vantagem agpresentada pela técnica € que apenas 64 reacbes de sequenciamento foram
necessarias para genotipar 11 animais. No entanto, mesmo quando amostras purificadas e
isoladas de géis de agarose foram submetidas a reacfes de seqlienciamento, andises das
sequéncias foram extremamente demoradas devido ao eevado nivel de polimorfismo e, ainda
assim, em muitos casos a clonagem das amostras mostrou-se necess&ria para a correta
genotipagem dos animais.

CLO-S foi uma metodologia mais trabahosa, sendo necessarias 297 reacles de
seqlienciamento para genotipar os restantes 17 animais. Quando os produtos de PCR dos animais
foram clonados, diversas sequéncias de boa qualidade foram necessarias para formar um
consenso confiavel da seqiiéncia, evitando erros de incorporacéo de nucleotideos ou de edicéo da
enzima Taq DNA polimerase. A incorporacéo errada de nucleotideos e a observacdo de erros da
enzima Taq DNA polimerase esté discutida na literatura (Gyllestein & Allen, 1993) e foi
observada na redizacéo deste traba ho (dados néo apresentados).
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Para sobrepor as limitagfes associadas com cada uma das duas metodologias, PCR-DS e
CLO-S, uma possivel solucdo discutida na literatura indica a possibilidade da separacdo dos
alelos antes da reacdo de sequenciamento. A utilizacdo de SSCP (Single strand conformation
polymorphism) (Mok et d., 1993) ou DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis)
(Aldriege et d., 1998) permitiram separacdo de deos. Os dedos do exon 2 do gene BoLA-
DRB3 goresentam extenso polimorfismo e as metodologias mencionadas podem contribuir na
realizac80 da separacéo de alelos antes da redlizagéo da reagéo de sequienciamento.

A B

--252bp
- 252 bp

Figura9- (@) Eletroforese em géis de agarose 2% com 8 i | de produto de PCR do gene BoL A-
DRB3 (252 bp) apts duas etapas de reacdo de PCR semi-aninhadas com primers
especificos. Ruidos no sinad das bandas e amostras que gpresentaram excesso de
DNA gendmico (linha 2); formagdo de rastro (linha 4); e quantidades de
amplificacdo varidvel dos produtos (linhas 3, 4 e 5) est@0 representadas. (b) As
mesmas amogtras e volumes estéo apresentados apos a eluicdo das bandas de PCR
do gene BoLA-DRB3 e purificacdo. (linhal= OX174 Hae lll, 1,51 ).
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Figura 10 - (8) Cromatograma da reagdo de seqlienciamento com a seqiiéncia de nucleotideos
obtida por PCR-DS mostrando miltiplos pontos de superposicéo de polimorfismo.
(N). (b) As mesmas amostras obtidas por meio de CLO-S mostrando a sequiéncia de
um dos dedos separadamente. () Cromatograma mostrando a sequéncia de
nucleotideos do outro adelo. Sequiéncia de nucleotideos do deo BoLA-DRB3*1703
depositado no GenBank (accession number AF209710): 5'[1-tggagtattc tacgggegag
totcattict tCaacgggac Cgageggotg cggtacctgy acagatactt cCtataatgga gaagagtacy
cgegcttcga cagegactgg ggegagtice gggeggtgac cgagetgggg cggecggacy ceaagtacty
gaacagccag aeggagaice tygageggga gegggectat gtggacacgt actgcagaca caactacggg
gtcggtgaga gtttcactgt ge-30°.

4.3.2 Frequéncias alélicas

Fregliéncias délicas do gene BoLA-DRB3 em matrizes da raca Gir Leiteira (Bos
indicus) variaram entre 0,02 e 0,18 (Tabela 12). Os ddos menos frequentes foram *0201,
*1001, *14011 e *1602, cada um deles com a freqiiéncia de 0,0179. Entretanto, os delos mais
frequentes foram * 3601 (0,1786), *2201 (0,1429) e *2101 (9,1071), correspondendo por mais de



48

43% das frequéncias délicas. A sequéncia de nucleotideos do aelo BoLA-DRB3*1703 foi
depostada no GenBank  (http:/Awww.ncbi.nim.nih.gov) com 252 bp (accesson number
AF209710) (Figura 10), o qua aresenta 3 bp a mais na extremidade 3'- do que a Ultima
submiss@o redlizada recentemente para esse aelo por outro estudo independente em animais da
raca Brahma (Maillard et d., 1999).

Tabela 12 . Fregliéncias aédlicas do gene BoLA-DRB3 de 28 vacas da raca Gir Leiteira (Bos
indicus) genctipadas por seqiienciamento direto de produtos de PCR ou por meio de
protocolo de clonagem e seqlienciamento

Aldos do gene BoLA-DRB3 NUmero de cOpias %
*(0201 1 179
*1001 1 179
*14011 1 179
*1602 1 1,79
*25011 1 179
*4101 1 179
*1703 2 357
*2704 2 357
*3001 2 357
*2802 3 536
*3101 3 536
*1801 4 714
*2801 4 714
*3301 4 714
*2101 6 10,71
*2201 8 14,29
*3601 10 17,86

Outros estudos investigaram as freqiiéncias déicas do gene BoLA-DRB3. Kelm et al.
(1997) genctiparam 131 vacas Holandesas empregando a técnica de PCR-RFLP e utilizando
nomenclatura descrita por Van Eijk e d. (1992) e Gehaus et d. (1995). Esses autores
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observaram que os delos DRB3.2*8 e *11 foram os mais freqlentes (21.31 e 17.62%,
respectivamente). Sharif et d. (1998) descreveram freqiiéncias aélicas de 20.1% para o delo
DRB3.2*8 e 14.9% para* 11, em animais da raca Holandesa, enquanto paraaraca Jersey o delo
*8 estava presente na frequiéncia de 1.7% e o delo *11 néo foi obsarvado. Gilliespie et d.
(1999), em um estudo com matrizes da raca Jersey, encontrou freqiiéncias aéicas de 11,3 %
parao delo DRB3.2*8, enquanto o delo * 11 ndo foi observado.

O padréo observado para o delo DRB3.2*8, obtido por PCR-RFLP corresponde ao do
ddo DRB3.2*1201 e DRB3.2*1202 (http://www.projects.rodin.ac.uk/bolaldrbtab.html). No
presente estudo, utilizando animais da raca Gir Leiteira criados no Brasl, os delos *1201 e
*1202 nédo foram observados. O aeo DRB3.2¥11, o qua corresponde aos delos DRB3.2*0901
e 0902, também ndo foi obsarvado neste estudo. Em contraste, o ado DRB3.2¥2201
(DRB3.2*06 condderando PCR-RFLP), o qua apresentou uma freqiéncia de 0,003 no estudo
de Giovambattista et d. (1996) com gado Crioulo da Argenting, foi 0 segundo mais freqiente no
presente estudo (0,1429). Em adicéo, os ddos *3601, *2201, *2101, *1801 e *2801 (aeos por
PCR-RFLP; *20, *06, *35, *18 e *31, respectivamente), responsavels por mais de 60% das
freqiéncias aéicas no presente estudo, ndo foram observados em animais da raga Holandesa

nos Estados Unidos (Kelm et ., 1997) e representaram somente 2% das freqliéncias délicas em
animais da raga Holandesa no Canada (Sharif et ., 1998).

Um dos fatores de incerteza sobre a distribuicdo de aelos do gene BoLA-DRB3.2,
epecidmente em animais zebuinos, deve-se afdta de estudos com animais dessa origem em
regides tropicais. Esse € o primeiro estudo com o gene BoLA-DRB3 em animais da raga Gir
Leiteira, redizado no Brasil. A variagdo dos resultados em relacdo aos ja existentes na literatura
indica que as fregliéncias délicas do gene BoLA-DRB3 devem, ao menos até certo ponto,
depender daraca do animal, como consequiéncia da populagdo fundadora e da pressio de salecéo
redlizada ao longo dos anos.

No momento, quase todos os adeos previamente identificados e depositados no
GenBank tiveram sua origem em animais de racas de origem européa. Mesmo considerando a
populacdo reduzida sobre a qua o presente estudo foi redizado, foi possivel verificar a
exigéncia de 17 aldos, dguns dos quais gpenas recentemente descritos para animais de origem
zebuina (Malllard et d., 1999). Esses resultados permitem concluir que novos aeos, anda néo
identificados, restam ser descobertos em estudos futuros em animais de ragas tropicais de origem
zebuina
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Destaforma, foi aqui demonstrada a possibilidade de genotipagem empregando PCR-DS
e CLO-S. O procedimento de CLO-S foi utilizado gerando resultados confiavels de
genctipagem. Em outros locos que gpresentem menor polimorfismo, a técnica de PCR-DS
podera ser empregada preferenciamente, produzindo resultados com maior desempenho. Essa
técnica é substancid mente menos dependente de trabal ho, podendo também gerar genotipagem
correta dos animais. Em sStuagfes nas quais a genotipagem for ambigua, a clonagem e
seglienciamento isolado dos delos podem gerar uma genotipagem definitiva.

4.4 Conclusdes

O gene BoLA-DRB3 é dtamente polimarfico.

As técnicas correntes de genotipagem desse gene, por meio de PCR-RFLP ndo
permitem discriminar todos os aelos conhecidos.

Genotipar os animais aravés da clonagem-seglienciamento é um método trabahoso
e dispendioso, ndo aconsdhave para estudos com grande nimero de animais.

O sequenciamento direto permitiu genotipagem dos animais, no entanto essa seria
uma técnica mai's apropriada para genes que gpresentam menor polimorfismo.
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5 GENOTIPAGEM DE ALELOS DO GENE BOLA-DRB3 EM BOVINOS DA
RACA GIR LEITEIRA (BOS INDICUS) POR MEIO DE ELETROFORESE
EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM GRADIENTE DE TEMPERATURAE
SEQUENCIMENTO 5

Resumo

BoLA-DRB3 é um gene integrante do Complexo Principa de Histocompatibilidade (MHC —
Magor Histocompatibility Complex) em bovinos. O produto do gene é uma proteina relacionada
com a formagdo do complexo antigeno-anticorpo associada com a resposta imunoldgica
especifica. A tarefa de genotipar corretamente os alelos do gene BoLA-DRB3 é complexa em
razéo do extenso polimorfismo gpresentado nestes locos. As técnicas correntes paraa designacéo
dos deos empregam a digestéo de fragmentos amplificados com enzimas de restricéo (PCR-
RFLP) (PCR — Polymerase Chain Reaction) (RFLP — Redriction Fragment Length
Polymorphism), o seqlienciamento direto de produtos de PCR (PCR-DS), a clonagem seguida de
sequenciamento dos aedos (CLO-S) ou aredizacdo de géis com gradiente de desnaturagcéo para
separacdo dos delos previamente a0 seqienciamento (DGGE — Denaturing Gradient Gel

Electrophoresis). Essas técnicas gpresentam desvantagens como: consumo elevado de tempo e
méo-de-obra, Nndo S0 capazes de discriminar todos os delos ja identificados ou ndo sfo
facilmente reproduzivels. O objetivo do presente trabaho foi desenvolver a técnica de
genotipagem do gene BoLA-DRB3 por meio da eetroforese em ge com gradiente de
temperatura (TGGE — Temperature Gradient Gel Electrophoresis). Amostras de DNA de 28

vacas daraca Gir Leiteira (Bos indicus) foram amplificadas com primers especificos para o gene
BoLA-DRB3 e submetidas a TGGE. Os delos foram novamente amplificados, purificados e

sequenciados. A separacdo de delos foi possivel em 21 dos 26 individuos heterozigotos (81%).

Os resultados indicaram que duas leturas de seqlienciamento (direto e reverso) sdo suficientes

°® DA MOTA, A. F.; MARTINEZ, M. L.; COUTINHO, L. L. Euraopean Journal of Immunogenetics, no
prelo. ACEITO PARA PUBLICACAO.
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para uma genotipagem precisa dos delos do gene BoLA-DRB3. A separacéo dos aelos desse
gene mediante TGGE representa a possibilidade de genotipagem confidvel com técnica de dto
desempenho figh-throughput), critica para permitir a redlizacéo de estudos de associacdo de
aelos com caracterigticas de sanidade dos animais.

Summary

BoLA-DRB3 is a gene of the Mgor Histocompatibility Complex (MHC) in cattle. The product
of the BoLA-DRB3 is a protein related to formation of an antigen-antibody complex associated
with immune response. Genotyping BoLA-DRB3 gene is reatively complex due to the
extensve polymorphism associated with this locus. Current techniques for assgnment of
genotypes are restriction fragment length polymorphism of DNA amplified fragments (PCR-
RFLP), direct sequencing of PCR products, cloning-sequencing, and denaturant-gradient gel
electrophoresis. These techniques are ether time-consuming, do not discriminate dl possible
aleles, or are not readily reproducible. The objective of this study was to genotype the gene
BoLA-DRB3 using of temperaturegradient gd eectrophoresis (TGGE) to separate dleles
before sequencing. PCR reactions made out of 28 DNA samples from Gir Dairy cows (Bos
indicus Brazilian breed) were submitted to TGGE. New PCR products were generated from
separated dldes, purified, and sequenced. Allde separation was possible in 21 out of 26
heterozygote samples (81%). Reaults indicate that two sequence reads (forward and reverse)
were sufficient to accurate genotype BoLA-DRB3 dldes. Separaion of dldes by TGGE
provides a high- throughput rdiable typing of BoLA-DRB3 dldes, criticad to performing
disease association studies in cattle.

5.1 Introducao

O produto do gene BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) € uma proteina de ligagéo
envolvida na formagdo do complexo antigeno-anticorpo que tem pape essencid na
especificidade da respostaimunologica. O gene BoLA -DRB3 € atamente expresso e atua mente,
mais de 100 adeos diferentes do segundo exon do gene BoLA-DRB3 estéo identificados e
depositados no GenBank (http:/Awww.nchi.nim.nih.gov/). A genotipagem dos genes da familia
BoLA é rdativamente complexa devido ao eevado polimorfismo observado nesses genes. Um
paralelo pode ser observado com o gene ortélogo HLA-DRB1 expresso em Humanos onde mais
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de 290 deos (http:/AMww.anthonynolan.org.uk/HIG/lists/clas2list.html) j& foram identificados.
A diversgdade dos genes DRB3 bovinos é responsavel por aumentar a dificuldade em obter-se
genctipagem confidvel dos animais em estudo, especidmente para associacdo com doencas
guando informagdes de pedigree ndo estdo disponivess.

Estudos desenvolvidos com bovinos buscaram associar a presenca de alelos especificos
do gene BoLA-DRB3 com a ressténcia a madtite (Dietz & d., 1997; Gehaus et d., 1995;
Gilliespie et d., 1999; Kem et d., 1997; Van Eijk & d., 1992; Shaif & d., 1998) e levaram a
diferentes conclusdes. Nos estudos mais recentes, a genotipagem foi redizada por meio de
amplificacdo e obtencdo de um padrdo de eetroforese apds digestéo com enzimas de restricao
(PCR-RFLP). Essa metodologia ndo € capaz de determinar precisamente todas as diferencas
conhecidas entre os delos identificados e esta pode ser a causa de diferentes conclusdes nos
estudos mencionados. Mais modernamente, com a possibilidade de seqlienciamento automético
redizado em diversos laboratorios, o seqienciamento direto de produto de PCR ou a clonagem
seguida de sequienciamento dos alelos tém sido citados na literatura (da Mota et al., 2002). No
entanto, a clonagem seguida de seqlienciamento apresenta a desvantagem de ser uma técnica
trabalhosa e dispendiosa, sendo necessarias va&rias sequiéncias para obtencdo do gendtipo do
anima. O seqlienciamento direto de produtos de PCR amplifica e apresenta a seqiiéncia dos dois
addos conjuntamente, ndo sendo possivel em todos os casos discriminar as diferencas
observadas peo polimorfismo em mutiplas posicdes, especidmente no caso de delegdes e
insergoes.

Um méodo mas robusto para genotipagem emprega gd de poliacrilamida com
gradiente de desnaturagéo (DGGE) e permite separar os aelos durante a eetroforese,
anteriormente a reacdo de seqiienciamento (Aldridge, 1998). A separacéo dos aeos ocorre
devido a diferenca no padréo de detroforese do aelo causada por mudangas na estrutura
secundaria deste. A desvantagem apresentada pela técnica reside na dificuldade em reproduzir o
gradiente de desnaturacdo do gel, e, conseqiientemente, reproduzir o padréo de eetroforese.

O presente estudo objetivou desenvolver a técnica de genotipagem do gne BoLA-
DRB3 por meio da eetroforese em gel com gradiente de temperatura (TGGE — Temperature
Gradient Gel Electrophoresis) seguida de reacdo de seqlienciamento. Para tanto foram utilizadas
amodtras de DNA provenientes de animais daraca Gir Leteira (Bos indicus).
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Extracdo de DNA e amplificagcdo do gene BoLA-DRB3

Cinco ml de amostras de sangue foram coletados de 28 vacas da raga Gir Letera
criadas na Embragpa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. A extracdo de DNA foi procedida
conforme publicado anteriormente (da Mota et d., 2002), o mesmo tendo ocorrido com a
amplificacéo do segundo exon do gene BoLA-DRB3, excegéo somente para 0 numero de ciclos
da segunda etgpa de PCR que foi redizada em 35 ciclos.

5.2.2 Condicoes de TGGE

A deroforese foi conduzida em um sisema de TGGE com o gel (9 cm x 9 cm) disposto
horizontamente (Biometra, Goettingen, Germany). O edabdecimento do gradiente da
temperatura para condi¢des Gtimas de eetroforese foi estabelecido com base em eetroforese
perpendicular e pelo cdculo de perfis de desnaturacéo térmica e mobilidade dos fragmentos de
dupla-fita de DNA (Steger, 1994). As condigOes de el etroforese foram redlizadas em gel com 8%
de poliacrilamida (peso/volume) (29:1 acrilamidacbis-acrilamida) em tampéo 0.2 x Na-TAE pH
8.4 (Acetato de Sodio 1 M, EDTA 10 mM, TRIS 400 mM). Um gradiente térmico variando entre
35°C e 75°C foi empregado nos fragmentos previamente amplificados. Aproximadamente 319
de amostra (1 1g/il) foram misturados na popor¢éo de 2:1 com o tampao de carregamento (0.2
x Na-TAE pH 84, 0.1% Triton-X 100, 0.01% Bromophenol Blue dye, 0.01% Xylene Cyanol
dye). As amodtras foram submetidas a uma pré-corrida pardea durante 15 minutos a 100 V,
sendo imediatamente submetidas a 70 minutos de corrida a 250 V. Os géis foram corados em
solucdo de brometo de etidio (0,5 1 g/ml) e visudizados atrawes de luz ultra-violeta

A sequir redizouse a excisfo de tiras do gd de poliacrilamida contendo os aelos
separados para €l uicdo. Pequenas bandas do gel com os aelos separados foram transferidas para
tubos "eppendorf* com 50 i1 de solwgdo de euicdo para géis de poliacrilamida (TRIS-HCI 10
mM pH 8,5, KCl 50 mM, MgCl, 1.5 mM, 0.1% Triton X-100) e foram incubadas atemperatura
ambiente durante 16 horas para euicdo do DNA.
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5.2.3 Amplificacdo dos alelos separadamente e purificacdo

Dois pl (50 ng) da solucdo de eluicio para géis de poliacrilamida contendo as bandas
dos a€elos separados durante a eetroforese serviram de molde para a reamplificagdo dos aelos
por PCR. As mesmas condicdes de PCR descritas acima foram utilizadas. ApOs a reagéo, a
solugdo foi purificada utilizando o GFX™ Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ), seguindo as recomendagdes do fabricante.

5.2.4 Reagdes de sequenciamento

ApGs a purificagéo, dois il of de produtos purificados com aproximadamente 200-500
ng de DNA foram submetidos areacéo de seqlienciamento em um volume tota de 15ul com 2
ul de ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Core Kit com AmpliTag DNA Polymerase
(Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA), 1 yl de primer HL030 3.2 uM ou HL032
(consigtente com o emprego de primer reverso ou direto) e 2 pl de tamp&o de seqlienciamento.
As condicdes térmicas das reacdes foram realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante.
As amogtras foram precipitadas em isopropanol 90%, lavadas em etanol 70% e secas a
temperatura ambiente. Cada uma das amostras dos aldos, apds a reacdo de seqlienciamento,
purificacdo e precipitacdo, foram ressuspendidas em 4 pl de formamida deionizadaEDTA 50
mM pH 8.0 (5: 1), e 2 yl foram carregados em um equipamento de seqlienciamento automético
ABI 377 Automated Sequencer (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA) e

submetidas adetroforese durante sete horas.

5.2.5 Designacéo dos alelos componentes do gendtipo do animal

Aldos separados por TGGE, duidos e amplificados, foram submetidos a purificacéo e
posteriormente areacdo de seqiienciamento. A designacéo do gendtipo foi redizada exami nando
as seguéncias direta e reversa dos dois aleélos do animal. As sequéncias das duas reacoes e 0s
cromatogramas foram comparados com todos os aelos identificados e depositados no GenBank.
Foi empregado o software Sequencher™ assignment software (Gene Code Corporation, Ann
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Arbor, MI). Todos as amostras foram amplificadas independentemente, clonadas e seqlienciadas
para confirmacdo dos gendtipos estabelecidos por meio de TGGE.

5.3 Resultados e Discussao

Foi desenvolvida no presente estudo uma metodologia de genotipagem do segundo exon

do gene BoLA-DRB3. Essa metodologia produz incrementos na acurécia e no desempenho da
genotipagem. Todas as amodtras foram amplificadas por meio de PCR e submetidas a condigdes
otimizadas de detroforese em géis de poliacrilamida com gradiente de temperatura (TGGE). Os
melhores resultados foram a cangados com o tempo de eetroforese de 70 minutos, voltagem de
250 V e gradiente de temperatura variando entre 35°C e 75°C (Figura 11).
Havia 26 animas heterozigotos entre as 28 vacas estudadas. Quando as amostras foram
submetidas a eetroforese nas condiges acima descritas, foi possivel separar os delos das
amodiras em 81% dos casos (21 animais). Em aguns animais ndo foi possivel observar a
separacdo dos aelos, mesmo sendo heterozigotos (Figura 11A, linhas 1 e 6). TGGE mostrou-se
uma metodologia consistente com e etroforese de géis reproduzivels. Na Figura 11A e 11B a
mesma amosira, locdizada na linha 4, apresenta 0 mesmo padréo eetroforético em dois géis
independentes.

Teoricamente, cada delo deve apresentar um padréo de eeroforese em gd de
poliacrilamida. Iss0 € devido ao fato de que fragmentos de fitas duplas de DNA (dsDNA -
Double-strand DNA), mesmo quando apresentam 0 mesmo comprimento medido em pares de
bases, gpresentam estruturas secundarias com conformagdo distintaem fungéo das diferencas nas
sequiéncias causadas por mutagdes. O aumento na temperatura, ocorrido durante a eletroforese
em um equipamento com gradiente de temperatura, causa a desnaturacdo das fitas duplas das
moléculas de dSDNA em regides especificas, nos dominios de fusdo, que sfo dterados devido a
alteragbes nas sequiéncias dos fragmentos de dsDNA. Dessaforma, adesnaturacéo e modificagcéo
das estruturas secundarias em temperaturas e momentos distintos durante a el etroforese prevéem
modificacdo na mobilidade e etroforética dentre os aelos, e separacdo dos mesmos.

Devido a presenca de moléculas hibridas formadas por uma fita smples de um dos
addos que e liga afita complementar do outro aelo - heteroduplexes — e ao diferente padréo
eetroforético dessas moléculas em resposta acomposicéo de bases, € possivel visudizar quatro
bandas em uma amostra de um individuo heterozigoto (Figura 11A, linha 3). As duas bandas
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mais inferiores representam moléculas homoduplexes, enquanto as outras duas correspondem a
moléculas heteroduplexes.

Em agumas amostras foi possivel observar a completa separacdo dos aelos
homoduplexes (Figura 11A, linhas 2 e 5, e Figura 11B, linhas 1, 2, 3, 4 e 6) que foram
posteriormente euidos e seqiienciados. Na Tabela 13 é possivel visudizar a comparacdo de
algumas caracteristicas dos diferentes delos. Alguns dos alelos que ndo puderam sofrer
separacdo por meio de TGGE apresentaram 0 mesmo nimero de pares de bases, dominios e
fusdo ocorrendo atemperatura semelhante e contetidos equivalentes de bases G-C (i. e, ID=7 e
ID=27). Entretanto, alelos que apresentaram diferencas mais expressivas no contetido de bases
G-C, nas seqliéncias de nucleotideos e no peso molecular ndo foram separadas (i. e, ID=6 e
ID=28). E possivel obsarvar também que aelos com eventos de insergio ou delecio foram
separados em aguns casos (ID= 4, 21, 22 e 24); no entanto as amogtras ID=10 e ID=12, com a
insercdo e delecéo de 3 nucleotideo, ndo foram separadas.

E possivel também verificar na Tabela 13 que ados pouco distintos em relagio a
sequiéncia dos nucleotideos foram separados por TGGE (ID= 5 e ID=13). Portanto, os resultados
sugerem que ndo € possivel inferir se um fragmento amplificado nas condigdes descritas sera
separado por meio de TGGE, baseado nas informagdes do peso molecular, temperatura de fusdo
dos dominios, nimero de pares de bases ou contetido de G-C na sequiéncia amplificada

Quando h4 dteracdes nas bases de nucleotideos ao longo das seqliéncias, diferentes
estruturas secundarias ocorrem e ocasionam diferencas nas formas das fitas duplas de DNA. As
estruturas secundéarias de DNA apresentam grutas e proeminéncias. Uma explicagdo a respeito
da relacdo entre a sequéncia e a modificacdo nas estruturas secundérias esta na ateragcdo do
angulo de interagéo entre as bases nitrogenadas, resultando em maiores ou menores grutas ou
diferenca nos didmetros das duplas hélices. SimulagBes podem ser utilizadas para determinar
edruturas secundarias que podem ser resultantes de ateragBes nas sequiéncias de dsDNA
(http://Awww.biophys.uni-duessel dorf.defloca/POLAND/poland.html).  Alguns ddos foram
testados empregando esta metodologia, no entanto ndo foi possive chegar a conclusio
definitiva, pois adguns aelos gpresentaram diferencas nas estruturas secundarias ssimuladas, mas

néo foram separados por TGGE nas condicdes descritas (dados ndo apresentados).
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Figura 11. Gd de poliacrilamida contendo ados do gene BoLA-DRB3 separados por meio de
TGGE usando gradiente de temperatura entre 35°C - 75°C. As amostras foram
submetidas adetroforese durante 70 minutos a250 V. A) Gel mostrando a separacéo
dos delos em cinco amodras de individuos heterozigotos (linhas 1, 2, 3, 5, 6). B) Gd
mostrando a mesma amostra de um individuo homozigoto do gd A (Linha 4) e
agumas amostras de individuos heterozigotos que néo foram separadas (linhas 1, 6).
Linhas designadas como “M” contém OX174 Haelll, 1.51 g.
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Tabela 13. Identificagdo do animal, designagéo dos alel os que integram o gendtipo do animal, nimero de bases que
diferem na sequiiéncia, eventos de inser¢ao/del ecdo, contedido de G-C (%), temperatura de fusdo dos
dominios (°C) e peso molecular (Daltons) para as 28 amostras analisadas. (26 heterozigotos e 2
homozigotos)

Animal BoLA-DRB3 Dif.nas  Ins/ G-C (%) Temp. Peso Mol.
ID Alelos Seq. (bp) Del. (bp) fusdo (°C) (Daltons)
1 *14011 26 - 61 87 78252
*25011 61 87 77774
2 *2101 20 - 60 87 77924
*3601 60 87 77497
3 *2802 25 - 61 87 73494
*3601 60 87 77497
4 *4101 17 3 60 87 76551
*2101 60 87 77924
5 *2801 16 - 61 87 77861
*2201 62 87 77948
6** *1801 21 - 62 88 77759
2802 61 87 73494
7 *1703 23 - 60 87 77494
*2801 61 87 77861
8 *1801 22 - 62 88 77759
*4201 61 87 77629
9 *1001 18 - 61 87 77774
*2704 60 87 77969
10/12**  *3301 21 3 60 87 77157
*3601 60 87 77497
11 *1602 26 - 58 86 77482
*3001 60 87 77879
13 *2704 13 - 60 87 77969
*3101 61 87 78234
14 *2201 30 - 62 87 77948
*3601 60 87 77497
15 *2101 20 - 60 87 77924
*3601 60 87 77497
16 *4201 23 - 61 87 77629
*3601 60 87 77497
17 *1801 26 - 62 88 77759
*2201 62 87 77948
18 *3001 28 - 60 87 77879
*2201 62 87 77948
19 *2801 16 - 61 87 77861
*2201 62 87 77948
21 *0201 23 3 62 88 76867
*2201 62 87 77948
22 *1703 18 3 60 87 77494
*3301 60 87 77157
23 *2801 16 - 61 87 77861
*2101 60 87 77924
24 *3301 25 3 60 87 77157
*3101 61 87 78234
26 *2101 13 1 60 87 77924
*2802 61 87 73494
27** *3101 23 - 61 87 78234
*3601 60 87 77497
28** *1801 19 - 62 88 77759
*2101 60 87 77924

** Amostras que ndo puderam ser separadas por TGGE.
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A estrutura especifica de uma combinacdo de aelos ndo € previsived antes da
identificacdo e genotipagem dos delos. Alelos que se gpresentaram semelhartes ndo puderam
ser separados, ainda que as condicBes de eetroforese tenham sido otimizadas para permitir a
melhor separacdo para 0 gene BoLA-DRB3. Nestes casos se torna necess&rio adicionar uma
terminacdo rica em contelldo GC aextremidade da molécula durante a reacdo de PCR. Essa
metodologia ja foi apresentada na literatura com resultados favoréveis em casos em que a
separacdo ndo era possivel (Kappes et al., 1995). Outra possibilidade de genotipagem confiavel
nesses casos € o emprego da metodologia de donagem e seqlienciamento do fragmento
amplificado (daMota et d., 2002).

5.4 Conclusdes

TGGE é umatécnicargpida e confidvel de genotipar delos do gene BoLA-DRB3.

As amostras puderam ser separadas em 81% dos casos. Os resultados indicam que
duas ®quéncias (reversa e direta) so suficientes para a correta identificagéo das
bases no exon 2 do gene BoLA-DRB3.

A separacdo dos delos por meio de TGGE e posterior seqlienciamento reduzem as
despesas de genotipagem e 0 tempo envolvido nessa aividade. A técnica
consstente e com ato desempenho, gpresentando géis reproduziveis e permitindo a
redizacdo de estudos de associacdo de alelos com caracterigticas de sanidade dos

animais.

E possivel a descoberta de novos aeos, especid mente importante nos estudos com
animais de ragas zebuinas, ainda ndo contemplados em nimeros mais expressivos
em estudos dessa natureza. A técnica pode ser ainda utilizada com aincorporacéo de
fragmentos ricos em contelido de G-C, denominados grampos, cuja utilizaco apos
otimizacdo das condigdes pode levar aseparacéo de alelos em maior percentud.
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6 INVESTIGAQAO DO POTENCIAL DE DESCOBERTA DE POLIMORFISMO
NO EXON 2 DE ALELOS DO GENE BoLA-DRB3 EM VACAS DA RACA GIR
LEITEIRA (Bos indicus)

Resumo

A madtite € o principa problema sanitario que ocasona prejuizos na pecudria leiteira Haum
gene do Complexo Principd de Histocompaibilidade (MHC — Major Histocompatibility
CompleX) em bovinos, chamado BoLA-DRB3 que esta rdacionado com a formacdo do
complexo antigeno-anticorpo e associado com a resposta imunologica especifica. Os estudos
redizados para verificar a associacdo de aelos desse gene com a ocorréncia de mastite ou
contagem de cdlulas sométicas apresentam resultados inconsistentes, sendo que a maioria dos
ados foi caracterizada em bovinos de ragas européias. A utilizacdo de bovinos zebuinos pode
trazer contribuicdo a0 conhecimento com a descoberta de novos delos. Nesse sentido foram
empregadas quarentaamostrasde DNA devacasdaracaGir Leiteira(Bosindicus) estratificadas
nos extremos da populacdo, consderando as contagens de células sométicas durante lactactes
anteriores. Um pool de amostras dos animais com contagens superiores foi amplificado naregido
do exon 2 do gene BoLA-DRB3. O mesmo foi redlizado para animais com contagens reduzidas
de cdulas sométicas. O produto da amplificagdo foi clonado e foram sequienciados 29 clones.
Os resultados permitiram identificar 18 delos do gene BoLA-DRB3, sendo que 11 aeos foram
considerados potenciadmente como novas, ndo descritos anteriormente. Sete aeos confirmaram
sequéncias previamente publicadas, representando uma fregiiéncia de 58 % no gendtipo dos
animais estudados. Os aelos mais freglientes foram: *0902 (21 %), *3601 (10 %) e *2801 (10
%). O dinhamento das seqliéncias obtidas revelou as regides de polimorfismo. Ficou evidente
gque animais da raca Gir Letera (Bos indicus) devem ser utilizados em estudos futuros
destinados a identificacdo de novos aelos do gene BoLA-DRB3 e em estudos de associagdo com
a ocorréncia de madtite.
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Summary

Madtitis is a mgor sanitary issue reducing profit in dairy industry. There is a gene named BoLA-
DRB3 from the bovine MHC (Major Histocompatibility Complex) related to antigen complex
formation that is associated with immune response, which has been used in association studies
with somatic cells count and mastitis occurrence in cattle. These studies have reached different
results and mogt of the aleles represented Bos taurus cattle breeds. Use of Bos indicus animas
will bring new contribution to these studies and possible discovery of new aleles. Thus, a pool

of samples from Dairy Gir cows (Bos indicus) dratified for sometic cells count was amplified in
exon 2 of BoLA-DRB3. Further cloning and sequencing of 29 clones revedled 18 different
aleles from gene BoLA-DRB3. Eleven aleles were not previoudy identified. Most frequent
aleles were: *0902 (21 %), *3601 (10 %), and *2801 (10 %). Sequence dignment showed
postions of the polymorphism. Dary Gir (Bos indicus) is an important breed for future studies
conducted to discover new BOLA-DRB3 dldes in association with mastitis occurence or

somatics cdll count.

6.1 Introducéao

As proteinas codificadas pelos genes da regido MHC (Major Histocompatibility
Complex) sfo dtamente polimorficas e tém um importante papel na respostaimunol égica efetiva
frente a infecgbes causadas por organismos patogénicos. Dentre as doengas dos bovinos, a
madtite € o principa fator sanitario causador de prguizo ao setor leiteiro, devido adiminuicéo da
quaidade e quantidade do leite produzido pela netriz infectada (Fox et ., 1991; Harmon, 1994;
McCarthy et d., 1988; Sordilho et d., 1997). A madtite é caracterizada pela inflamagéo de um
ou mais quartos do Ubere da matriz. Segundo Harmon (1994), a madtite clinica € caracterizada
por dteragbes inflamatdrias visiveis no Ubere (dor a papacéo, vermehidéo e endurecimento),
sendo que o leite pode apresentar-se aguado ou com grumos, podendo também se transformar
em uma secrecd0 espessa e purulenta. Na forma clinica aguda da doenca, ha o aumento da
temperaturaretd, letargia, anorexia e at€ mesmo a morte do animd.

Em estudo redizado por Harmon (1994), o autor sdienta que a inflamacdo causa
também o aumento da contagem de células sométicas (CCS). O mesmo autor sdienta que
toxinas produzidas por bactérias danificam o tecido responsdvel pela producéo de leite
ocasionando a diminuicdo da quantidade de leite produzido. Os blogueios de pequencs ductos e
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0s danos ocasionados & cdulas epitdiais podem resultar na cicatrizacéo e formacdo de tecido
fibroso, conseqlientemente, na reducéo da producdo |actea na porcéo atingida da glandula.

A madtite possui etiologia multipla, podendo ser causada por ordenha ma redizada,
fatores anatbmicos defeituosos na glandula mamaia do anima, como didmetro reduzido do
carel do teto, agravados pela presenca de bactérias que colonizam e causam a infeccdo no
animd (Schukken et d., 1997, Smith et d., 1985). Além de infectar as matrizes, estes
microorganiamos se multiplicam no leite e liberam substéncias que podem causar quadros de
intoxicagéo aimentar em consumidores (Marcus & Kehrli, 1994). Segundo Veiga et a. (1994),
0s riscos asalde humana pela ingestéo do leite so provocados pela contaminagdo por bactérias
patogénicas, peo contelido de residuos de antibidticos, ou anda por substéncias que sfo
produzidas pelas bactérias.

Marcus & Kerli (1994) sdientam que as cdulas sométicas presentes no leite sio
condtituidas de vérios tipos de cdulas, principdmente neutrdfilos, macrofagos, linfocitos,
eosndfilos, e cdulas do epitdio da glandula maméria O nimero devado de cdulas sométicas
presentes no leite é decorrente da resposta do organismo anima ainfeccéo.

Ha estudos na literatura que tém investigado a associacdo genética de um dos genes da
regido MHC com a ressténciaamadtite (Dietz et d.,1997a; Dietz et d., 1997b; Gilliespieet d.,
1999; Giovambetigta et d., 1996; Kelm et d., 1997; Starkenburg et d., 1997; Sharif et d., 1998).
Esse gene, denominado BoLA (Bovine Leucocyte Antigen) codifica uma proteina de superficie
cdular que esta envolvida na formagdo do complexo antigeno-anticorpo, relacionado a0 sstema
imunolégico dos animais. O gene BoLA-DRB3 é dtamente polimdrfico, e esta locdizado no
cromossomo 23 dos bovinos (Gilliespie & d., 1999). Ha audmente 105 delos desse gene
depositados nas bases publicas de informagbes moleculares sobre os genes BoLA
(http:/Avww.projects.rodin.ac.uk/bola/drbtab.html). A maior parte dos adelos descobertos nesse
gene foram provenientes de estudos redlizados em animai's de ragas européias. Em Humanos, os

genes da regido DR-a& estéo locdizados no cromossomo 6 e também gpresentam extenso
polimorfismo (http://www.nmdpresearch.org/HLA/hla_educationa resources.html). Estudos em

zebuinos Bos indicus) podem contribuir com a descoberta de polimorfismo ainda néo descrito
nesse gene, podendo este estar associado a maior capacidade de resisténcia aos patdgenos
causadores da madtite.

Os estudos independentes realizados para verificar a associacdo do gene BoLA-DRB3
com a ocorréncia de mastite ndo chegaram a um consenso. Dietz et d. (19978) reportou que o
ado 16 estava associado com animais que gpresentaram um aumento significativo na CCS, e
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Kem et d. (1997) também encontrou uma associagéo postiva entre o delo 16 e o aumento da
CCS; entretanto; no estudo de Starkeburg et d. (1997) foi rdatado que 0 mesmo aelo 16 estava
associado com uma significativa diminuicéo da CCS. Em adicéo, Dietz et d. (1997a) indica que
0 ddo 22 estava rdacionado com a diminuicéo da CCS, durante a segunda lactacdo, mas no
estudo de Starkenburg et d. (1997), foi encontrada a associagéo do ado 22 com adevacdo da
CCS, durante a primeira lactaco.

Uma das judificativas para a auséncia de condsténcia nos resultados reside na
metodologia empregada na maioria dos estudos redizados (PCR-RFLP), que ndo permite
discriminar entre os diversos aeos existentes. Outro fato € a possibilidade que a€eos ainda ndo
descritos estggam relacionados com a  contagem de células sométicas e com a ressténcia a
mastite. Ha, portanto, necessidade de redizar mais estudos nesse loco a fim de identificar aelos
novos desse gene, especidmente em zebuinos. Pesquisas adicionais podem conduzir a
descoberta de novos aelos e ducidar ainteracdo de processos celulares que ocorrem na reaCéo
imunolégica em resposta ameadtite, que afeta de manera significativa a quaidade e os niveis da
producéo de leite.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Animais experimentais

Foram utilizadas 40 vacas da raca Gir Leiteira Bos indicus) integrantes de duas
fazendas particulares que participam do Teste de Progénie da Embrapa Gado de Leite, com
lactagBes completas ocorridas em trés anos.  Estes 40 animais foram selecionados nos extremos
da populagéo, congderando os quartis superiores e inferiores da distribuicdo da contagem de

células somédticas. Do tota, vinte animai's gpresentaram ata contagem de cdulas sométicas, e 0s
restantes apresentaram baixa contagem.

6.2.2 Extracdo de DNA e amplificacdo do gene BoLA-DRB3

Cinco ml de sangue foram coletados dos animais, sendo que a extracdo de DNA foi
procedida conforme publicado anteriormente (da Mota et d., 2002), 0 mesmo tendo ocorrido
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com a amplificagdo do segundo exon do gene BoLA-DRB3, excegéo somente para 0 nimero de
ciclos da segunda etapa de PCR que foi redizada em 35 ciclos.

6.2.3 Clonagem do produto de PCR e sequenciamento

Apbs a reacdo de PCR, foram reunidos em um Unico tubo eppendorf 10
equimolarmente distribuidos de amostras amplificadas dos animais que gpresentaram dta CCS e
em outro tubo foram reunidos 10 pl das amostras amplificadas dos animais que apresentaram
baixa CCS. A seguir, as amostras foram purificadas e empregadas separadamente na clonagem
no vetor pCR4-Blunt-TOPO usando o kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen),
sendo a transformacdo redlizada em células competentes E. coli (DH5a). O protocolo de
sequienciamento foi redlizado segundo especificaces do fabricante do kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready (Perkin-Elmer Applied Biosystems). ApGsareacéo de sequienciamento,
as amodtras foram purificadas e aplicadas no seqiienciador automatico ABI 3100 @pplied
Biosystems).

6.2.4 Analise das seqgliéncias e genotipagem dos animais

As sequéncias obtidas dos clones foram andisadas com o auxilio de programas
computacionais especificos, sendo retiradas as sequiéncias incompletas e as que apresentavam
qudidade inferior a 18 (PhredPhrap-Consed). Também foram retiradas as seqiéncias com
homologia com o vetor utilizado. Os deos foram identificados por meio da andise do
ainhamento das sequiéncias com os adelos anteriormente identificados e disponiveis no GenBank
(http:/Amwww.nchi.nim.nih.gov/), com 0O  emprego do programa  Clustd-W
(http://searchlauncher.bem.tme.edu/multi-aignymulti-dign.itml). A identificacdo de cada aelo
foi realizada gpenas quando a seqiiéncia consenso tinha homologia em todas as posicdes com o

ado publicado previamente.
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6.3 Resultados e Discussao

Foram sequienciados 29 clones, permitindo a identificagéo de 18 aelos do gene BoLA-
DRB3 (Tabela 14). Dentre estes, foram identificados 11 aelos condderados potenciamente
COMO NOVOS, N&0 descritos anteriormente.

Sete delos confirmaram sequUéncias previamente publicadas, representando uma
freqUiéncia déica de 58 % de a€os ja conhecidos nos animais estudados. Os demais aelos (42
%) representam sequiéncias ainda n&o publicadas. Os aelos mais frequientes foram: *0902 (21
%), *3601 (10 %) e *2801 (10 %). Em estudo anterior (da Mota et a., 2002) os delos *3601 e
*2801 ja haviam ddo identificados em vacas da raga Gir Leteira, com freqléncias,
respectivamente, de 18 e sete por cento. No entanto, o dedo *0902 ainda ndo havia sdo
encontrado em vacas Gir, demonstrando a variagdo passivel de ser encontrada com a utilizagéo
de animais provenientes de outras ragas e origens. As seqiiéncias identificadas nos aelos novos
est80 gpresentadas a seguir na Tabela 15. A Tabela 16 permite visudizar o dinhamento e as
diferencas entre as seqliéncias apresentadas na Tabela 15.
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Tabela 14 . Frequéncia dos aeos do gene BoLA -DRB3 em vacas da raga Gir Leiteira (Bos
indicus)

Aldo BoLA- NUmero de copias
DRB3

*0002 (* 11)T
*3601 (*20)
*2801 (*31)
*4101 (*29)
*1201 (*8)
*4301 (*54)
*1501 (*16)
Ho4*
A01*
A2
A0S
BO1*
cor?
Cozi
DO2*
For*
FO2*
Fog'

P PR R R P PR R RPRNRPRRPREPN®®O®

"Entre parénteses; a nomenclaiura segundo PCR-RFLP
* Aldo sem homdlogo nas bases publicas de informagdes sobre genoma.
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Tabedla 15 . Sequéncias de nuclectideos do gene BoLA-DRB3 de vacas Gir Leteira Bos

indicus) dos delos em que nd foi possivd obter homologia com aeos
depositados nas bases publicas de informagdes sobre genomas

AOL

AO02

AO5

BO1

co1

TGGAGTATTATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTCCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAAAGTTCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCAGGACGCCGAG
CAGTGGAACAGCCAGAAGGACACCCTGGAGCGGGAGCGGGCCTATGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGAA

TGGAGTATTCTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTCCTGGAGAGATCCTTCTATAATGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCAGAGGCGGGCCGCGGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGTGGAGAGTTTCACTGTG

TGGAGTATTCTAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGATACTTCTATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTG

TGCAGTATCATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGAGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAG
TACTGAAACAGCCAGAAGGAGATCCTGAAGCGGCCGCGGCCCGCGGTGAAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGGTGTGGAAAGTTTCACTGTG

TGCAGTATCATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGCCGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGGAGAGGCGGGCCGAGGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGGTGTGGAGAGTTTCACTGTG

TGGAGTATTATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTCCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCAGGACGCCGAG
CAGTGGAACAGCCAGAAGGACACCCTGGAGCGGGAGCGGGCCTATGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGAA
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Tabela 15 . Sequiéncias de nucleotideos do gene BoLA-DRB3 de vacas Gir Leteira Bos

indicus) dos delos em que nd foi possivd obter homologia com aeos
depositados nas bases publicas de informagdes sobre genomas

D02

FO1

FO2

HO4

TGCAGTATCATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAAAGTGCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGACGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGCCGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGGAGAGGCGGGCCGAGGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGGCGTGGAGAGTTTCACTGTG

TGGAGTATTCTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTCCTGGACAGATACTTCCATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCAGCGGGTCGCCGAG
TACTGCAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTG

TGCAGTATCATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGAGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACG
TACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTG

TGCAGTATCATAAGGGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGC G
GTTGCTGGACAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCGGGTCGCCGAG
CAGTTGAACGGCCAGAAGGACACCCTGGAGCGGGAGCGGGCCTATGTGGAC
ACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGTTGAGAGTTTCACTGTG

TGGAGTATTGTAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCG
GTTGCTGGACAGATACTTCTATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGC
GACTGGAGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAG
TACTGGAACAGCCAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACG
TACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTG
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Tabela 16 . Alinhamento de nucleotideos das sequiéncias do gene BoL A-DRB3 de vacas Gir
Leteira(Bos indicus) dos aeos em que néo foi possivel obter homologia com
ados depositados nas bases publicas de informagbes sobre genomas

|dent.* Seqiiéncia de nucleotideos

“A02 TGGIGTATTCTAAGAGAGIGICATTTCT TCAACGGGACOGARCGGGIGCGGI TCCTGG 60
FO1 TGGAGTATTCTAAGAGCGAGI GTCATTTCTTCAACGGG GCGGGIGCGGITCCTGG 60
A0S TGGAGTATTCTAAGAGAGAGT GTCATTTCT TCAACGGGACOGAGCGGGI GCGGI TACTGG 60
HO4 TGGAGTATTGT AAGAGAGAGT GTCATTTCT TCAACGGGACOGABGCGGGTI GCGGI TACTGG 60
BO1 TGCAGTATC GCACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGABGCGGGTI GCGGI TACTGG 60
FO2 TGCAGTATC GCACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGAGCGGGTI GCGGI TACTGG 60
o1 TGCAGTATC GCACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGAGCGGGTI GCGGI TACTGG 60
D02 TGCAGTATC GIGTCATTTCTTCAACGGGACOGAGCGGGT GCGGT TACTGG 60
AO1 TGGAGTATT. GGCRACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGAGCGGGI GCGGI TCCTGG 60
1002 TGGAGTATT, GCACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGABGCGGGI GCGGI TCCTGG 60
FO8 TGCAGTATC GCACGAGIGTCATTTCT TCAACGGGACOGAGCGGGTI GCGGI TACTGG 60

**k kkkk*k kkkhkk Kh Khkhkkhkkhkkdkhkhkdkkhrhkhkhxdhkhkhhkdhkhrhxdrxdkrxdxdrxk, *hk*

4494949494494
@

AQ2 GAGATCCTTCTATAATGGAGAAGAGAACGT GCGCT TCGACAGOGACTGEEGCGAGIACC 120
FO1 CAGATACTTCCATAAT GGAGAAGAGT ACGT GCGCT TCGACAGOGACTGEEEGECGAGIACC 120
AOS CAGATACTTCTATAATGGAGAAGAGT TCGT ACGCT TCGACAGOGACTCGEEGCGAGTACC 120
HO4 CAGATACTTCTATAATGGAGAAGAGT ACGT GCGCT TCGACAGOGACTGGACGCGAGTACC 120
BO1 CAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGT ACGT GCGCT TCGACAGOGACTGGAGCGAGTACC 120
FO2 CAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGT ACGT GCGCT TCGACAGOGACTGGAGCGAGIACC 120
Co1 CAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGT TCGT GCGCT TCGACAGOGACTGEEEGCGAGI TCC 120
D02 CAGACACTTCTATAATGGAG GIGCGTACGCT TCGACAGOGACTGGGACGAGI TCC 120
A0L CAGACACTTCTATAATGGAG GI'TCGTACGCT TCGACAGOGACTGEEECGAGI TCC 120
a2 CAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGT TCGTACGCT TCGACAGOGACTGEEGCGAGI TCC 120
FO8 CAGACACTTCTATAATGGAGAAGAGT TCGT ACGCT TCGACAGOGACTGEEGCGAGTIACC 120
* k*k%x kkkk K kkkhkkkkhkkkhkkxkk **k R R I I S b O S I *kkkk k%

W.(ZEE cececei[civocicoiceescevscelvcesscicifvIc o ooicic v ulooi:
FO1 GGGOGGT GACCCGAGCTEEEECAGOEEGTCECOG CTGCAACAGCCAGAAGGACTTCC 180
A0 ) GGGOGGT GACCCGAGCTAGGECGEECOGGACELOG CTGGAACAGCCAGAAGGAGATCC 180
HO4 GGGOGGT GACCCGAGCTAGGECGECOGGACELOG CTGGAACAGCCA- - - GGAGATCC 177
BO1 GGGEOGGT GACCCAGCTAGGERCGECAGGACELOG CTGAAACAGCCAGAAGGAGATCC 180

888YYQ9999

FO2 GGGOGGT GACCGAGCTAGGECGECOGGACGLAG CTGGAACAGCCA- - - GGAGATCC 177
o1 GGGEOGGET GACCGAGCTEEEECEECAEGECOECAG CTGGAACAGCCAGAAGGACTTCC 180
D02 GGGOGGT GACCCGAGCTEEEECEECAEGECAECAaG CTGGAACAGCCAGAAGGACTTCC 180
AO01 GGGOGGT GACCCGAGCTEEEGECEECAGGACCGLAG GTI GGAACAGCCAGAAGGACACCC 180
a2 GGGOGGT GACCCGAGCTEEEGECEECAGGACELAG GI GGAACAGCCAGAAGGACACCC 180
FO8 GGGOGGT GACCGAGCTAGGRCGEEOEEGTCGLAG GI'TGAACGGCCAGAAGGACACCC 180
kkhkkkkhkhkkhkkhkkkhhkkk k *kk k *x*k %% *kk kkkk*k *x * *kk *kk*k*k * k% * %
AQ2 TGGAGCAGAGGOGEECOGCGEET GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACGEEGTCGTGGAGA 240
FO1 TGGAGCGEEACCOGCEECOGCEET GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACCEEGTCGGTGAGA 240
AQS TGGAGCGEEACGOCEECOGCEET GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACCEEGTCGGTGAGA 240
HO4 TGGAGCGEGEACGOGCEECOGCEET GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACCEEGTCGGTGAGA 237
BO1 TGAAGCGECCGOGEGECCOGCEET GAACAQGT ACT GCAGACACAACT ACGEEEGT GT GG 240
FO2 TGGAGCGEEACGOGEEECOGCEET GGACAGGT ACT GCAGACACAACT ACGEEGTCGGTGAGA 237
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Tabela 16 . Alinhamento de nucleotideos das sequiéncias do gene BoLA-DRB3 de vacas Gir
Leteira(Bos indicus) dos ados em que néo foi possivel obter homologia com
ados depositados nas bases publicas de informagbes sobre genomas

col TGGAGGAGAGGOGCEECOGAGGET GGACAGGTACTGC CTACGEEEGI GTGGAGA 240
D02 TGGAGGAGAGGOGEEGECOGAGGT GGACAGGTACT CTACGEEECGTGGAGA 240

GACAC

GCAGACAC
AO1 TGGAGCGGEGAGOGEECCT ATGT GGACAGGT ACT GCAGACACAACT ACGEEGTCGGTGAGA 240
1002 TGGAGCGGGAGOGEECCT ATGT GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACCEEGTCGGTGAGA 240
FO8 TGGAGCGGGAGOGEECCT ATGT GGACACGT ACT GCAGACACAACT ACCEEGTCGT TGAGA 240

*k k% * *kk*k k% kkk Fhkhkkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkdkrxkhkhkhkhxhx Kk * **x %

AO02 GITTCACTGIG 251
FO1 GITTCACTGIG 251
AO5 GITTCACTGIG 251
HO4 GITTCACTGIG 248
BO1 GITTCACTGIG 251
FO2 GITTCACTGIG 248
co1 GITTCACTGIG 251
D02 GITTCACTGIG 251
AOL GITTCACTGAA 251
Co2 GITTCACTGAA 251
FO8 GITTCACTGIG 251

kkhkkhkkkkk*k

* A ordem das sequencias fol estabelecida em fungao da smilaridade entre as mesmeas.

As Tabelas 15 e 16 permitem observar que as seqUéncias apresentaram extenso
polimorfismo. As seqiiéncias foram obtidas de seglienciamento Unico Eingle-pass) e foram
submetidas a andlise de qudidade. O processo €iminou as sequéncias que apresentaram
qudidade inferior a 20, no critério dos softwares Phred-Phrap-Consed, bem como das sequiéncias
dos vetores. Cumpre mencionar que mesmo com oS critérios estabel ecidos, as seqiéncias podem
ter sofrido erro introduzido pela enzima Tag DNA polimerase. Esse fato esta previsto na
literatura com uma freqiiéncia de 1:10.000 bases (Gylletein & Allen, 1993), e mesmo entre
novos delos depositados por outros autores no gene BoLA-DRB3, ha ddos que foram retirados
apés dupla checagem e repeticio das amplificagbes (eg., deo *0102,
http://www.projects.rodin.ac.uk/bola/drbtab.html).

6.4 Conclusdes

O emprego da técnica de clonagem e seqlienciamento de um pool de amostras
edratificadas nos extremos da populacdo permitiram identificar delos
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potenciadmente novos do gene BoLA-DRB3 em vacas da raca Gir Leiteiraem
42 % das amostras.

Ha aelos ndo descritos e estudos de associacdo desses alelos com a ocorréncia
de madtite ou com a contagem de céulas sométicas podem auxiliar a ucidar a
resisténcia a esta doenca.

A dta percentagem de deos novos justifica a redlizagdo de outros estudos desse
gene, com a genctipagem individuad utilizando as técnicas desenvolvidas como
0 TGGE, apresentando como resultado a descoberta de delos novos do gene
BoLA-DRB3 em animaisBos indicus.
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7 CONSTRUQAO E CARACTERIZA(}AO DE BIBLIOTECAS DE cDNA DE
GLANDULA MAMARIA DE BOVINOS DA RACA GIR LEITEIRA (Bos indicus)
E DA RACA HOLANDESA (Bos taurus) 6

* As sequéncias de nucleotideos reportadas foram submetidas abase de dados do GenBank e

receberam 0s nimeros de acesso; CA998517 aé CA998586, CB040527 até CB042862 e
CB059218 até CB063292.

Resumo

Atudmente, ha gproximadamente uma ordem de magnitude menos informagdes a respeito de
sequéncias de nucleotideos para o transcriptoma bovino do que a quantidade disponivel para os
transcriptomas do camundongo e do Homem. Além disso, h& uma marcante auséncia de
informacdo do genoma das racas zebuinas (Bos indicus), as quais dominam a producdo de carne
e leite bovina nos mercados tropicais. Portanto, gerar mais etiquetas de seqiéncia expressas
(EST — Expressed Sequence Tags) derivadas de gado zebuino € importante para caracterizar a
diversidade genética existente entre as racas, referente a salide e producéo dos animais, bem

como auxiliar na correta anotacdo, identificagdo e classficagcdo de genes bovinos. Essa
informacdo sera essencia na realizagdo de estudos de gendmica funcional. O presente estudo

empregou uma modificacdo na estratégia de producdo de EST, conhecida como ORESTES

(Open Reading Frame —ORF EST). Foram construidas e caracterizadas 33 bibliotecas de cDNA
usando a metodologia de ORESTES. Foram depositadas 6.481 ESTs em bases publicas de

informagdes sobre genomas empregando tecidos de glandula maméria de uma novilha da raca
Holandesa Bos taurus) e de vacas da raca Gir Leiteira (Bos indicus) infectadas durante o

periodo seco. O dinhamento e agrupamento das 6.481 EST geraram 1.700 elementos Unicos de
sequéncia, e dentre esses, 1.157 ndo produziram ainhamentos com as seqiiéncias depositadas no
Bos taurus gene index (BtGl) (ver 8.0), consderando limite de e=1,0x10"°. No entanto, 326

® Artigo enviado para publicacso no periédico Animal Genetics.
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desses 1.157 elementos Unicos de sequéncia foram alinhados significativamente com ESTs de
camundongos e do Homem, demongtrando que essas bibliotecas podem ser empregadas
eficienterente para descobrir novas sequiéncias génicas em bovinos. Umaanalise de comparacéo
da posicéo do ainhamento das ESTs bovinas geradas com genes Humanos seqlienciados em

toda sua extensdo (full Hength) demonstrou que a maioria dos dinhamentos ocorreu na parte
central dos transcritos, 0 que sugere estar relacionado com a relativa ata taxa de descoberta de
sequiéncias do presente estudo.

Summary

Currently, there is gpproximately an order of magnitude less sequence information in public
databases than that available for the transcriptomes of human and mouse. Furthermore, thereisa
complete lack of sequence information from Bos indicus (zebu) breeds, which dominate the
large cattle markets of tropica production areas. Generating expression seguence tags (EST)
from zebu cattle is important to better characterize bovine genetic diversity related to hedth and
production and to more thoroughly identify, annotate, and classfy bovine genes. This
information will be essential in functiond genomic studies. We used a modification on e
strategy to produce EST, named ORESTES (Open Reading Frame -ORF EST). We constructed
and characterized 33 cDNA libraries usng ORESTES methodology. We deposited 6,481 EST
in public databases using hedthy and infected involuted mammary gland tissues from Holstein
and maure Brazilian Dary Gir cows (zebu). Alignment and assembly of the 6,481 EST
generated 1,700 unique sequence eements, and of these, 1,157 did not sgnificantly match
sequence assemblies available in the Bos taurus gene index (BtGI-TIGR), with a threshold of
e=10x10™. However, atota of 326 of these 1,157 sequence elements did comparatively dign
with mouse and human EST demondtrating that these libraries can be used to efficiently discover
novel sequences. Furthermore, comparison of the dignment position of al bovine sequence
elements matching human full-length reference cDNA sequences suggested that the mgjority of
arbitrarily priming events for cDNA synthesis occurred towards the centrd portion of the
transcripts, which may be corrdated to the relatively high rate of novel sequence discovery.
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7.1 Introducéao

Bibliotecas de cDNA sdo colegdes de moléculas em fita dupla de DNA complementar
(cDNA), sintetizado in vitro a partir do RNA mensageiro (MRNA), inseridas em plasmidios e
transformadas em bactérias competentes, de maneira a permitir armazenagem e propagacao.

Um dos principais objetivos dos estudos em gendmica redizados nos mamiferos €
caracterizar 0 padréo de expressdo génica que corresponde a eventos fisologicos importantes
relacionados com a producdo e a sallde dos animais. Um recurso necessario para atender esse
objetivo é obter sequiéncias dos clones das bibliotecas de cDNA que representam a expressao do
MRNA que estava ocorrendo em determinada cdlula ou tecido submetido a determinada
circunstancia de estudo. Cada uma dessas seqiiéncias € chamada de Etiqueta de Seguéncia
Expressa (EST — Expressed Sequence Tag). Atudmente, hamaisde 5.000.000 ESTsdisponiveis
para Humanos e 3.600.000 ESTs para camundongos. As colegOes de ESTs para essas espécies
continuam sendo ampliadas em larga escada e mais bibliotecas representando estédios de salide
ou de desenvolvimento seguem sendo amostradas para identificar genes e verificar as vias
metabdlicas nas quais 0s mesmos estéo envolvidos. Esse volume de informagBes representa ao
menos uma ordem de magnitude mais informacdo existente sobre 0 genoma dessas espécies do
gue sobre 0 genoma bovino.

Em bovinos, seqiiéncias derivadas dos transcritos tém sido organizadas em um Bos
taurus Gene hdex (BtGl, http://mww.tigr.org/tdo/tgi/btgi/) para prover informagfes Utels no

desenho ou interpretacdo dos experimentos de gendmica funciond. No entanto, mais ESTs s2o
necessarias do que as atuais[] 30 0.000 ESTs para que sga possivel identificar, anotar e
classficar os genes especificos da espécie bovina. Maor nUmero de informagtes sobre os
transcritos sera fundamental para interpretar resultados gerados através de experimentos de
gendmica funciond, especidmente devido a completa auséncia de informacdo sobre as
sequiéncias génicas dos zebuinos (Bos indicus). Essas racas dominam o mercado de producéo
bovina nas regifes tropicais e a geracéo de ESTs provenientes desses animais € importante para
congtruir ferramentas de estudos gendmicos que podem ser utilizadas para caracterizar a
diversidade genética entre os animais de origem européa (Bos taurus) e os de origem zebuina
(Bos indicus), em relacdo asalde e producéo.

Alem do fato de que mais ESTs sd0 recessrias e de que a quase totalidade fora obtida
de animais Bos taurus, a maoria das ESTs foi produzida com amostras de mltiplos tecidos
(Smith et al., 2001). Desta forma, as ESTs bovinas, namaioria, foram produzidas com o objetivo
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de manter uma elevada taxa de descoberta de novas ESTs e ndo com 0 objetivo de amostrar
tecidos especificos ou StuacBes fisoldgicas de interesse. Por isso, ndo ha um volume
representativo de ESTs provenientes de tecidos da glandula maméria. Ha somente 23.200 ESTs
obtidas @ parénquima da glandula maméria em diversas situacies fisioldgicas (Sonstegard et
a., 2002). Ndo hd, portanto, informagbes suficientes e representativas sobre os transcritos
expressos de glandula maméria e suas relagbes com as caracteristicas de producdo e de salide da
gléndula do anima. Nos estudos em Humanos, as informagbes ndo estéo relacionadas a
producéo ou sanidade. As ESTs de tecido mamério em Humanos estéo relacionadas, na maioria,
a presenca de adenocarcinoma, sendo provenientes de  tecidos obtidos de tumores
(http://Amvwww.nchi.nlm.nih.gov/Uni Geneg/lbrowse.coi 270RG=HS).

Outra caracterigtica importante das ESTs de bovinos recai sobre a metodologia de

congtrugdo das bibliotecas de cDNA empregadas nesses estudos. As hibliotecas mais
importantes e representativas geraram sequiéncias nas extremidades 5”- dos transcritos (Smith et
a., 2001; Sonstegard et ., 2002). Outros estudos produziram seqiiéncias a partir da extremidade
3'- dos tanscritos (Takasuga et a., 2002). Para o caso de mensagens curtas, as sequéncias
obtidas das duas extremidades dos mesmos genes podem ser dinhadas empregando programas
de computador desenvolvidos para esse objetivo aravés da superposicdo de sequéncias
idénticas. No entanto, para mensagens longas ndo é possivel obter as informagdes sobre a regido
central dos genes, 0 que produz diferentes resultados no agrupamento das informagBes sobre 0s
MESMOS genes.

No presente estudo, foi empregada uma modificacdo & estratégia de produzir ESTs
denominada ORESTES (Open Reading Frame — ORF EST), para a geragéo de uma érie de
bibliotecas de cDNA chamadas BARC-EMBRAPA. A metodologia de ORESTES, desenvolvida
por Dias Neto et d. (2000) e De Souza et d. (2000), visa gerar sequéncias aleatoriamente ao
longo dos transcritos, ao invés deiniciar a producdo de EST's nas extremidades desses (Camargo
et d., 2001), e ndo havia 9do anteriormente empregada em bovinos. A metodologia de
construgéo de bibliotecas de cDNA por ORESTES foi desenvolvida para otimizar e maximizar a
descoberta de novos genes bovinos e minimizar os custos de producéo de ESTSs.

O presente estudo reporta 0 depdsito de 6.481 ESTSs, derivadas da glandula maméria de
bovinos, em bases publicas de informagdes sobre genomas. A maioria dessas esta locdizada na
regido central dos genes e representam uma contribuicdo significativa & informagbes
disponiveis sobre expressfo génica bovina, especiamente em Bos indicus e referentes
exclusvamente aglandula maméaia



78

7.2 Material e Métodos

7.2.1 Coleta de tecidos e desafio com Staphylococcus aureus

Tecidos da glandula maméria de uma novilha da raca Holandesa foram coletados no
abatedouro locaizado no centro de pesquisas Beltsville Agricultural Research Center (BARC-
ARS-USDA) para congtruir as bibliotecas de cDNA derivadas de Bostaurus. Ostecidos paraas
bilbiotecas de Bos indicus foram importados por permisséo do United Sates Veterinary Permit
for Importation and Transportation of Controlled Materials and Organisms and Vectors
(Permit# 48425), vindos do Brasil. Esses tecidos foram coletados no Centro da Embrapa Gado
de Leite, em Juiz de Fora - MG, durante o abate de quatro vacas adultas daraca Gir Leiteiraque
estavam no periodo seco entre lactagOes. Esses animais f oram previamente desafiados através de
uma inoculacéo intramaméria de solucéo contendo cepas de Staphylococcus aureus A estirpe
284 de Staphylococcus aureusfoi previamente isolada de um caso clinico de infecgdo e mantida
congelada a —20 °C em leite magro contendo 10% de glicerol. Para a preparacdo das doses, foi
seguido o protocolo descrito por Schukken et a. (1999). Apds determinar o nimero de unidades
formadoras de col6nia (CFU — Colony Forming Units), a cultura foi diluida em PBS para
padronizacdo da dose de inoculacdo entre os tetos dos animais e cada dose conteve 300 cfu/ml
contidos em um volume de 5,0 ml. Antes das inoculages, secregdes de cada quarto mamério
foram coletadas e enviadas para exame de cultura bacteriana. Apenas as vacas que apresentaram
resultados negativos prévios para 0 exame microbiolégico foram inoculadas e tiveram amostras
de tecidos coletadas. Antes das inoculagbes, os animais tiveram seus tetos depositados por
imersdo em solucéo de iodophor 1% e limpos com etanol 70% embebido em toalha de papel. As
infusdes se deram através da introducdo de uma seringa estéril através do canal do teto, seguida
de uma breve massagem dirigindo a solugéo inoculante na direcdo da cisterna do leite. Os
animais foram abatidos no abatedouro loca, depois de decorridas 72 horas da inoculacéo, de
acordo com os protocolos éticos, de bem estar e conforto dos animais gprovados pela Embrapa
Tecidos da glandula maméria foram ent&o coletados e imediatamente submersos em RNAL ater
(Ambion, Austin, Texas, USA), sendo posteriormente congelados atemperatura de -20°C até o
momento da extracdo do RNA totd. As bibliotecas foram congtruidas utilizando amostras de um
Unico teto ou quarto de um anima ou amostras mUltiplas resultantes da reuni&o de amostras
individuais do parénquima da glandula maméria
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7.2.2 Preparacédo do RNA

As amostras de RNA foram isoladas e purificadas em um protocolo de trés etapas que
compreenderam a extragdo com Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguidada
remocao de tragos de DNA gendmico com o tratamento deDnase | utilizando Rnase-free Dnase
Set (Qiagen, Hilden, Germany), e posteriormente a purificacdo do mRNA com MicroPoly(A)
Purist (Ambion, Abingdon, Oxon, UK).

Todas as amostras foram submetidas a avaliacdo de concentracdo e qudidade
empregando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent, Pao Alto, Cdifornia, USA). A
integridade das amostras foi avdiada através do RNA 6000 Nano Assay (Agilent, Pdo Alto,
Cdifornia, USA) empregando as recomendagdes do fabricante. Procedeu-se um controle de
quaidade rigoroso para avdiar a quaidade das amostras de RNA e somente as que apresentaram
quaidade superior nos eetroferogramas (Figura 12A) e uma relagéo 28S:18S superior a 1,9
foram utilizadas nas etgpas seguintes do protocolo.

7.2.3 Construcéo das bibliotecas e seqienciamento

As bibliotecas foram congtruidas utilizando modificages nos protocolos descritos por
Dias Neto et d. (2000), De Souza et d. (2000) e Camargo et d. (2001). Amostras de MRNA
purificadas @& 30 ng) foram aguecidas a 65 °C durante 10 minutos e submetidos a sintese de
cDNA mediante transcricdo reversa utilizando Super Script 11 First-strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, Cdifornia, USA). As reacOes de first-strand foram realizadas a
37 °C durante 60 minutos na presenca de 200 unidades de transcriptase reversa, 1 x RT Buffer,
10 1M dNTPs, 10 mM dithiothreitol (DTT) e 10 pmoles deprimers em um volume find de 10
il. Inicidmente, durante a otimiza&o inicid da metodologia de ORESTES, primersao redor de
23 pares de bases que amplificam genes da familia dos receptores do estrogeno foram
empregados. Para aumentar a diversidade dos produtos gerados, nas bibliotecas de Bos indicus
foram empregados primers escolhidos aeatoriamente com teores de Guanina e Citosina ao redor
de 50-75% e com 16 pares de bases. A seqliéncia dos primers utilizados esta gpresentada na
Tabda 17. Para a amplificacdo de cDNA, um décimo da reacéo de first-strand de cDNA foi
submetido aamplificacdo por PCR na presenca do mesmo primer utilizado na primeira reacéo,
conforme descrito por Camargo et d. (2001) e De Souza et d. (2000). A edimativa da
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complexidade relativa potencid dos perfis gerados por PCR foi verificada com a visudizacéo
por meio de eetroforese an gel de agarose 1% (p/v) (Figuras 12B e 12C). Produtos com peso
molecular entre 500 e 1500 bp e gpresentando diversidade potencid das mensagens (Figura 12C)
sofreram excisdo do gd e foram submetidos a purificacdo e tiveram as extremidades coesivas
tratadas com Klenow fragment of T4 DNA Polymerasel (Amersham, Piscataway, New Jersey,
EUA). ApGs a euicdo e tratamento das extremidades com a enzima Klenow, as moléculas com
as extremidades tornadas abruptas e com o peso molecular Stuado entre os parametros
mencionados foram clonadas em vetores e transformadas em bactérias competentes (Eschericia
coli) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Colbnias positivas resultantes da transformagéo foram
coletadas individudmente e docadas em placas de 384 amostras contendo 0,2 ml de meo
liquido Luria Bertani contendo 100 pg/ml de ampicilina e crescidas por 16 horas.

Tabela 17. Sequiéncias dos primers utilizados na sintese de cDNA e amplificacdo para a
construcéo das bibliotecas de cDNA

Primer bp Sequéncia(5’ O 3')

Era—2A 23 CCCTGTGACCAAAGACTTGTTGC
Era—2B 23 GACTCACCTGCTGAATGCTGTGA
Era— 1A 20 TGTGTGGAAGGCATGGTGGA
Era—- 1B 21 GGCACCACGTTCTTGCACTTC
Errl - 1A 23 GGCATGGCATACAGCTTCTCAGG
Errl- 1B 23 AGTACAGCTGTCCGGCCTCCAAC
AM1 16 GGTGCCACTGGACTCG
AM2 16 CTGGACTCGTGCGTCA
AM3 16 CACTGTGCGACTCGTC
AM4 16 CGTCGTACTCGACGGA
AM5 16 CGCGAGTCGCGCACTT

AMG6 16 CAGCACTGTGTCGCGT
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A producdo de ESTSs, antes do arquivamento das colénias em estoques com gliceral, foi
redizada mediante a coleta de uma aiquota de 2 pl do meio crescido submetidos a reacéo de
PCR conforme protocolos descritos por Hoffman e colaboradores
(http://microarray.cnmcresearch.org/resources.htm). A Unica ateracdo procedida nesse protocolo

foi referente areducdo do volume da reacdo para 10 pl. Apés areagéo de PCR, com auxilio de
equipamento roboatizado, Genesis RSP 100 (Tecan Sygems Inc., San Jose, Cdifornia, EUA), 2
I (200 — 200 ng) dessa reacdo foram transferidos para nova placa de 384 pogos. A degradacéo
dos primers foi obtida com a adicdo de Exonuclease | (Epicentre, Madison, WI, EUA) seguida
de reacd0 de seglenciamento conforme o protocolo descrito por Sonstegard et d. (2002)

empregando seqlienciador automético ABI 3700 Automated Sequencer (Applied Biosystems,
Fogter City, Cdlifornia, EUA).
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Fgural1l2 - A. Eletroferograma de amostra de RNA tota com visudizacdo da qudidade e
concentragdo. B. Sedlecéo de perfis para a construgéo de bibliotecas de cDNA. A
imagem do gel preparativo € gpresentada. A candetaM contém o marcador de peso
molecular (100 bp ladder). As amostras de 1 a 6 foram preparadas para selegdo. As
amodtras 1, 3, 5 e 6 foram selecionadas para construgéo da biblioteca. C. Perfil de
cDNA apds a recuperacéo do gel da amplificacdo por PCR, recomendavel para
preparacdo de biblioteca.
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7.2.4 Analises computacionais de qualidade e agrupamento

Todas as ESTs foram submetidas a um fluxo automatizado de tratamento de
informagBes por intermédio de uma pipeline . O processo constou de, iniciamente, diminagio
de seqliéncias com menacs de 100 bp e de quaidade inferior a 18 no critério do software Phred,
bem como das sequiéncias dos vetores e sequiéncias dos primers, em trés etapas sucessivas. O
processo também eiminou seqiéncias com smilaridade ao genoma de E. coli superiores ao
limite de 1.0 X 10™. As seqiiéncias também foram eliminadas caso apresentassem similaridade
com elementos repetitivos especificos de introns (Sheikh et d., 2002), denotando contaminacéo
com DNA gendmico ou presenca de transcritos imaturos. As sequéncias apresentando baixa
complexidade com a presenca sucessiva de séries dos mesmos nucleotideo ou comprimento
inferior a 100 bp foram também suprimidas ao fina do processo. As demais gpresentaram dta
quaidade, suficiente para submissito a base de dados dbEST do GenBank
(http://mww.nchi.nih.gov/dbEST/index.html). As hibliotecas foram posteriormente submetidas a
andise de agrupamento, utilizando o software Contig Assembling Program (CAP3) (Huang &

Madan, 1999) que produziu sequéncias agrupadas em consensos (TC - Tentative Consensus) e
sequiéncias i soladas que ndo puderam ser agrupadas (ST - Sngleton). Os dados referentes atodas
as ESTs e os e ementos Unicos de sequiéncia (UNIQUE), que representaram o conjunto formado
por TCs e STs, foram a seguir analisados aravés do software BLAST (BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990). O programa BLASTN foi utilizado para gerar
dinhamentos das ESTs com as seqliéncias do Bos taurus Gene Index (BtGl) (ver 7.0)
depoditadas no The Institute of Genomic Research (TIGR) (http://www.tigr.org), e com ESTs

provenientes de Humanos, camundongo e outras espécies conforme descrito por Quackenbush et
a. (2000). BLASTN foi também utilizado para gerar dinhamentos com a base ‘nr’ do National
Council of Biotechnology Information do National Institute of Health (NCBI/NIH/GenBank)
(http://mwww.nchi.nim.nih.gov/). BLASTX foi utlizado para produzir dinhamentos com
proteinas traduzidas nas bases de dados ‘nt’ e SWISS-PROT. Os resultados das andlises com
BLAST foram compatibilizadas em uma base de dados (MY SQL) que também foi dimentada
com informagBes contendo o conjunto de sequéncias completas (ull-length) dos cDNASs

Humanos depositadas no Mammalian Gene Collection do National Institute of Health
(http://mgc.nci.nih.gov/) para andisar a posicéo relativa dos ainhamentos das ESTs em relagcéo

a seguéncia completa dos genes. Informacéo relativa a ontologia dos genes (GO - "Gene

"MATUKUMALLLI, L. (BARC-ARS-USDA). Informac&o pessoal, jun, 2003.
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Ontology") também integrou a base de dados para permitir classficar a fungdo molecular, o
componente celular e o processo bioldgico no qual as ESTs estavam envolvidas.

7.3 Resultados e discussao

Estudos de gendmica funciond objetivam prover informagbes sobre a fungéo de
seqiéncias de DNA, identificando padrdes de expressdo génica Um dos recursos mais
importantes para a execucdo desses estudos € 0 sequenciamento de clonese aandise de ESTS,
gue somente € possivel mediante a construgéo e caracterizagao de bibliotecas de cDNA.

No presente estudo foram congruides 33 bibliotecas de cDNA utilizando
exclusvamente amosiras de RNA de gléandula maméria de fémeas de origem Bos taurus e Bos
indicus. 9.792 sequéncias foram obtidas com a metodologia de ORESTES, empregada para
aumentar a fregqliéncia de descoberta de transcritos, especidmente na regido central dos genes.
As bibliotecas foram congruidas com tecidos de glandula maméria para aumentar a
representacao desses tecidos sobre 0 transcriptoma bovino. Ao tempo em que este estudo estava
em andamento, a representacdo de seqliéncias de animais de origem Bos indicus estava limitada
a 342 sequéncias. As bibliotecas onstruidas adicionaram 6.481 ESTs consderadas de dta
qualidade & bases publicas de informagdes sobre genoma, sendo que 5.950 ESTs sfo oriundas
daraca Gir Leiteira (Bos indicus) (Tabela 18).

Tabela 18 . NuUmero de bibliotecas e nimero de ESTs depositados no GenBank em relacdo ao
satus de agrupamento (TC ou ST) e classificagdo das bibliotecas por raca
(Holandesa ou Gir)

Bibliotecas ESTs TCs ESIFICs STs

Totd
Holandesa 6 531 86 365 166
Gir 27 5.950 454 4.762 1.188

Total 33 6.481 5A 5.124 1.307
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Conforme visudizado na Tabela 18, 6.481 sequiéncias expressas em genes localizados na
glandula maméria foram submetidas & bases publicas de informagdes sobre genomas, sendo a
grande maioria oriunda de Bos indicus (accession numbers CA998517 aé CA998586,
CB040527 até CB042862 e CB059218 até CB063292). Os dados brutos derivedos do
equipamento ABI 3700 sofreram andlise computaciond e as seqliéncias que ndo apresentaram
quaidade suficiente para submissfo foram diminadas de acordo com as razdes apresentadas na
Figura 13. O principd motivo de diminacdo de segiiéncias foi devido a qudidade e
comprimento das mesmas. Nessa categoria et@o incluidas as amostras que apresentaram
auséncia de insartos, amostras somente com sequiéncias vetoriais e seqiiéncias curtas, com
comprimento inferior a 100 bp. Nessa categoria foram diminadas 29% das amostras
(2.830/9.792 amostras). Foram a seguir também diminadas 4% das 9.792 seqliéncias devido a
dmilaridade com o genoma de E. coli. Esse percentud de diminacéo por smilaridade com
sequéncias de E. coli é devido acontaminacdo por seqliéncias bacterianas, presumivelmente por
causa de contaminacdo ocorrida em razéo do desafio imposto aos animais anteriormente acoleta
de amostras. Em duas hibliotecas (321BOV e 322BOV) a concentracdo de seqiiéncias smilares
a E. coli foi de aproximadamente 80%, indicando ter havido contaminagdo. As demas
bibliotecas apresentaram em média menos de 1% de contaminacdo com sequiéncias bacterianas.
Outras causas, como a baixa complexidade das sequiéncias e a presenca de elementos repetitivos
representaram razes de menor ocorréncia ([11%) para rejeicéo das sequiéncias. Andlise da
smilaridade das ESTs com sequéncias de RNA ribossoma e sequéncias mitocondriais
revelaram ninima contaminacdo com percentuais de 1,9% e 0,3%, respectivamente, totaizando
gpeoximadamente 2% de contaminacdo com sequiéncias ribossomals ou mitocondriais.
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Figural3 - A. Diagrama esquemético das razoes de eiminacdo das ESTs. Considerando o tota
de 9.792 ESTs, 6.481 ESTs foram submetidas a0 dBEST/GenBank (65%) B. O
agrupamento das 6.481 ESTs originou 1901 UNIQUES (TCs + STs) que foram
submetidos a andlise de dinhamento (BLAST) A classificacdo dos dinhamentos
obtidos esta representada
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Figura 14 - Gréfico da redundancia observada. NUmero de ESTs nos eementos Unicos de

sequiéncia (UNIQUE)

As 6.481 ESTs foram submetidas aandise de agrup amento (Cluster) o que resultou em
1.901 (29%) elementos Unicos de sequiéncia (UNIQUE), compreendendo TCs e STs (Figura 14).
A andise de dinhamento (BLAST) resultou em 601 seqiiéncias (31%) com dinhamentos



sgnificativas, nos critérios anteriormente mencionados, com 0 Bos taurus Gene Index da TIGR
(BtGl) (ver. 7.0). O regtante das seqiéncias (1300 UNIQUES) foi submetido a andlise de

dinhamento com as bases dBEST de humanos, camundongo e outras espécies, dém de
adinhamento com proteinas (BLASTX), o que esultou em 534 hits pogtvos (28% das 1901
UNIQUES). As sequencias restantes, que ndo apresentaram ainhamentos significantes, foram

submetidas, sequencidlemente, ao BLASTN com as bases do GoldenPath (humanos) e com a
base “nt"do GenBank, 0 que resultou em 4% e 9% de dinhamentos dgnificantes,
respectivamente. No sentido de verificar a natureza das sequéncias restantes, que nao haviam

produzido dinhamentos significativos até entéo, foi redizada uma andise de ainhamento com

informagbes de genomas de outros microorganismos, 0 que resultou em 58 dinhamentos
significantes (58/1901=3%). O restante das seguéncias foi declarado como sendo de natureza
desconhecida (509 UNIQUES, 25%), néo gpresentando ainhamento significativo com nenhuma
das bases de dados, representando, potencidmente, nova informagdo para o transcriptoma
bovino. A andise mostrou também aguns aspectos importantes das seqiéncias em estudo.

Considerando os 1901 UNIQUES, 69 dessas apresentaram ainhamento significativo apenas com

a base GoldenPath ou com a base “nt”do GenBank (4%). Essas sequiéncias podem representar
contaminacdo com DNA genbmico ocorrido nas biliotecas. Por outro lado, 268 UNIQUES

goresentaram  dinhamentos  significantes gpenas com as bases de ESTs de humanos,
camundongos e outras espécies ou com proteinas, sem ainhamentos com o BtGI/TIGR,
representando sequiéncias novas do transcriptoma bovino.

Consderando o total de 1.901 UNIQUES, houve 503 hits em relacdo a ESTs de
Humanos (26%), e, 348 (18%), e 706 (37%), produziram dinhamento em relacdo a ESTs de
camundongos (Mus musculus e Mus domesticus) e ESTsde* outras espécies’, respectivamente.
Com relacdo ao dinhamento com proteinas, a tradugéo das UNIQUES permitiu ainhamento de
938 dessas (49%) com as bases de dados de proteinas.

Esses percentuais relativamente elevados revelam a descoberta de seqiéncias novas em
relacdo a0 genoma conhecido do bovino, ja que trata-se de seqliéncias conhecidas em genomas
de outras espécies e que ainda ndo estavam disponiveis nas bases de dados publicos.

ApoOs terem sido submetidas a0 GenBank, as sequiéncias passaram a integrar também a
base de dados do The Institute of Genomic Research (TIGR) e apesar das sequiéncias serem, na
maiorig, originadas de animais Bos indicus, passaram a integrar a base BtGl daquela ingtitui¢éo.
Cada hiblioteca recebeu um novo codigo de identificacdo da TIGR e as ferramentas de andise
disponivels para as outras espécies, bem como para as demais bibliotecas de bovinos, podem ser
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utilizadas para as bibliotecas BARG-EMBRAPA. A Tabela 19 agpresenta um sumério contendo a
nova identificacdo das biliotecas, estatigticas de agrupamento individudizadas redizadas com as
bibliotecas e o0s resultados das andlises redizadas pea TIGR. A tabela gpresenta ainda ciculos
da redundancia observada nas biliotecas. Importante ressdtar que agumas das hibliotecas
apresentaram elevada redundancia no seqiienciamento, caracterizada por um menor percentual

de UNIQUEs da biblioteca. Por exemplo, a bibliotecas 327BOV (#C63) apresentou apenas cerca
de 18% de UNIQUEs. Por outro lado, a bhiblioteca 307BOV (#CBE) apresentou
gproximadamente 90% de UNIQUES, representativo de uma reduzida redundancia e eevada
diversidade das seqiiéncias.

As eddtidticas redizadas pdla TIGR indicam que foram ainda eiminadas por aquele
ingituto mais 40 seqiiéncias que gpresentavam baixa qualidade ou complexidade. Das 6.441
ESTs restantes depositadas naguele indtituto, 5.598 foram aocadas em TCs, enquanto 843
resultaram em STs, ndo produzindo ainhamento com seqiiéncias depositadas no BtGIl. As
sequéncias participam de 1.818 diferentes TCs.

Cumpre ainda mencionar que alguns dos TCs agrupados pela TIGR agpresentaram apenas
sequéncias das hibliotecas BARC-EMBRAPA e que destes, aguns apresentam sequéncias
associadas a0 sstema imunolégico. Por exemplo, os TCs 169823, 169833, 169825, 169832,
169845, 169831, 169829, 169836, 169833, 154786. Essas S50 novas seqiiéncias para 0s bancos
de dados de genes bovinos, associadas ao sstema imunolégico e que podem ser associadas a
resisténcia amastite bovina.

A metodologia de ORESTES empregada no presente estudo foi escolhida como forma
de maximizar a taxa de descoberta de novas sequéncias e para aumentar a freqliéncia de
representacd0 de ESTs na regido centra dos transcritos, em oposicdo aos métodos de
seqlienciamento das extremidades 5' e 3' . Para verificar se adigpersdo dalocalizagéo das ESTs
havia sdo mantida na regido central dos transcritos apesar da utilizagdo de materid diverso do
que foi empregado no estudo independente de Camargo et d. (2001), a base de dados foi
aimentada com seqiiéncias de clones humanos contendo todo comprimento de genes (full length
open reading frame (FL-ORF)) (http.//mgc.nd.nih.gov/). Caculou-se um percentud relativo

para apresentar o resultado do ainhamento de cada UNIQUE considerando a sua posicéo
relaiva em relacdo aposicao centra do gene full-length. Foram cal culados percentuais para 990
UNIQUEs (52%) e uma curva indicando que a maioria das sequéncias estava locdizada na
regido centra dos genes (Figura 15). Esses resultados sGo semehantes aos resultados de
Camargo et d. (2001).
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Tabda 19 . Andise de agrupamento (Cluster) das bibliotecas BARC-EMBRAPA e resultados
das andises redizados pda TIGR

ANALISE DE AGRUPAMENTO| ST AT'TSIE'gAS BiGl-
ID Contigs Sngletons UNIQUES ESTs

GenBak BiGI| (TQ)  (ST) (%) lemTCe STs Totd #TCs
TS0V FCAE 0 5 A 7 S S R i
301BOV #C58| 10 15 72 | 4 12 53 14
302BOV #C59| 28 40 22 | 13 27 161 4
303BOV #C5A| 15 9 279 8 3 8 2
304BOV #C5B| 19 13 368 79 8 8 25
305BOV #C5C| 15 40 743 52 2 74 R
306BOV #C5D| 3 8 786 9 5 14 6
307BOV #CS5E 7 45 807 37 21 58 31
308BOV #CS5F| 13 3 56.1 &2 20 8 2%
300BOV #C5G| 30 28 315 | 161 B 184 46
311BOV #C5l| 12 17 208 58 13 71 15
312BOV #CSH| 7 37 786 | 40 16 56 2
31380V #C5)| 6 29 745 v 8 47 25
314BOV #C5K| 22 62 25 | 3 23 3BT 62
31580V #C5L| 50 105 97 | 263 49 312 107
316BOV #C5M 39 170 602 | 256 91 347 114
317B0OV #C5N 30 o %4 | 289 52 M 77
31980V #C5T| 17 A 23 | 147 11 158 36
321BOV #C5U| 15 70 500 | 124 20 144 62
22BOV #C5V| 5 29 50.0 54 14 68 20
303BOV  #C60| 20 51 20 |35 7 32 6l
324BOV #CBl| 21 61 %6 | 208 16 24 49
26BOV  #C62| 19 39 190 | 205 11 306 54
2780V #063| 21 32 177 | 22 8 30 50
3208BOV  #CB4| 21 e 183 | 203 8 301 55
338BOV  #C65| 37 151 614 | 240 66 306 117
330BOV #C68| 35 151 620 | 232 68 300 119
351BOV #CBA| 46 95 M6 | 277 0 316 102
3B2BOV  #C69| 34 113 645 | 164 64 28 85
35380V #C6B| 38 108 562 | 207 53 260 92
354BOV #C6C| 16 39 211 | 250 11 261 48
35580V #C67| 31 73 U3 | 286 17 303 D0
356BOV  #C66| 39 82 96 | 213 31 24 o
SomaMiédia 70 1913 %0 | 558 o3 oMl 188
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Fgura 15 - Didribuicdo da posico relativa dos elementos de seqiiéncia Unica (UNIQUE) em
relacdo a sequéncias completas (full -length open reading frames) de transcritos
Humanos. Considerar que o percentua de posicéo relativa de 100% refere-sea
extremidade 3' - do transcrito.

Os resultados apresentados permitem sugerir que a construcdo de bibliotecas de cDNA
por meio de ORESTES pode ser empregada como uma aternativa de extensdo do consenso de
seqliéncias compiladas, especidmente em bovinos. ORESTES € uma possibilidade técnica e
economicamente razoavel de ocasionar 0 colapso de sequéncias do mesmo gene que tenham sido
agrupadas separadamente por terem sido obtidas de seqlienciamento das extremidades 5 - ou 3 -.
Esses resultados também permitem sugerir que a relativa ata taxa de descoberta observada nas
bibliotecas congtruidas e caracterizadas sgja resultado da metodologia de ORESTES empregada
naproducdo de ESTs.
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Com relacéo anatureza das sequiéncias presentes nas bibliotecas, cabe sdientar que as
andlises permitiram observar que os transcritos mais abundantes estavam associados aresposta
do sistemaimunol dgico (immunoglobulin-lambda light chain variable region, immunoglobulin-
gamma heavy chain, and alpha-2-macroglobulin). Esse fato pode ter ocorrido em razéo do
desafio imposto aos animais com Staphylococcus aureus. As andlises com a classificagdo dos
termos Gene Ontology (GO terms) permitiu extratificar as UNIQUE e obter ao menos um GO
term para 542 das UNIQUES. As informagdes foram obtidas recuperando GO terms das
sequéncias da TIGR e para 0 caso em que edta informacdo ndo estava disponivel, um
ainhamento com proteinas depositadas no SwissProt recuperou 0s GO terms associados com a
sequiéncia. Os resultados indicaram que para 0 processo bioldgico envolvido pelas seqiiéncias
com recuperacdo dos GO terms, 0 processo mais abundante dentre as UNIQUESs foi o de
crescimento celular e manutencéo (82%). Com relacdo ao componente celular envolvido, as
UNIQUES apresentaram 0s maiores percentuais de ocorréncia na cdula e no ambiente
extracelular (90% e 4%, respectivamente). Quanto afun¢do molecular, as maiores ocorréncias se
deram paraafuncdo de enzimas (45%), seguido de ligacéo (32%), transporte (10%) e sequéncias
referentes ao sistema imunol 6gico (1%).

A metodologia de ORESTES para congtrucéo de hibliotecas de cDNA revelouse de
baixo custo e mais intensiva no uso de méo-de-obra. Um ponto positivo também € representado
pela rduzida necessidade de amostras de tecido para extracdo de RNA total (x 10 ig). A
metodologia também apresenta necessidade de estar associada a utilizacdo de procedimentos
epeciais de andise computaciond, ja que € uma metodologia baseada no méodo de PCR
podendo produzir artefatos nas seqiiéncias.

Portanto, baseado nas novas informagdes génicas adicionadas nas bases publicas de
informagdes sobre genomas, pode-se concluir que as bibliotecas construidas com o emprego da
metodologia de ORESTES apresentaram transcritos raros com contribuicéo relevante e papel
fundamenta no futuro préximo.

A identificacdo de regides transcritas no genomabovino € um desdfio cientifico atua e o
emprego da metodologia de ORESTES permite 0 preenchimento de lacunas desse
conhecimento, 0 agrupamento de seqiiéncias até entdo mantidas separadas, apesar de se
referirem a0 mesmo gene e a descoberta de genes novos, auxiliando no entendimento sobre a
biologia nos bovinos.
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7.4 Conclusoes

O estudo das ESTs por meio de hibliotecas de cDNA construidas através da
metodologia de ORESTES permitiu  descobrir genes novos néo  descritos
anteriormente para bovinos.

As ESTs obtidas por melo da metodologia de ORESTES se locdizam distribuidas

a0 longo da sequiéncia dos genes, concentrando-se naregido centrd.

Foram identificados genes relacionados ao sstema imunolégico que ainda néo
estavam descritos para bovinos. Esses s80 genes candidatos a conferir ressténcia a
meadtite bovina
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8 CONCLUSOES GERAIS

Uma das importantes dternativas de estudo da variacdo genética molecular para
locdizar regiBes cromossdmicas com genes de interesse é realizada com estudos de
popul agdes construidas em desenhos experimentais apropriados e com 0 emprego de
marcadores moleculares.

Pode-se também chegar aos genes que contribuem para gerar resisténcia nos bovinos
contra a ocorréncia de mastite por meio do estudo de genes candidatos. O gene
BoLA-DRB3 permanece sendo candidato a conferir ressténcia a magtite bovina e
estudos populacionais podem ser realizados com as técnicas empregadas para

genotipagem.

A principd metodologia de genotipagem do gene BoLA-DRB3 foi TGGE, que
permite conhecer a seqiiéncia do exon desse gene e — portanto — identificar delos
Novos.

O gene BoLA-DRB3 é dtamente polimérfico e os animais da raca Gir leiteira
gpresentam grande variabilidade e potencia de descoberta de aeos novos desse
gene.

A metodologia de ORESTES ¢é extremamente gpropriada para redizar estudos com
bibliotecas de cDNA, conduzindo a descoberta de genes novos em bovinos. As

sequiéncias — de modo gerd — representam a porcéo central dos genes.
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*2801 {PCR-RFLP alleles 20, e, Y35, 713 and "3
respectively), which were responsible for almag 0% of
the allelic frequencies in our study, were por found g
American Holsteins (Kalm etal, 1997) qnd representeed
only 2% of the allelie frequencies of Canadian Holstejpe
[Sharif et af,, 1998,

A source of uncertainey concerning rhe gehy allelic fre.
quencies ar the BolA-DRR3 ; locus is the Jack of studies
on zebn cartle in tropical regions, This s the first study of
the BoL A-DRE3 Bene in Brazifjan dairy Gir carrle, Resyles
in the lirerarure ndicate thar alleljc frequencies of BalA-
DRB3 may, at leasr rq SOME extent, depend on the breed,

relatively smal) pepulation, this stuely allowed typing of
17 alleles, some oF which werp only recently deseribed for
zebu eantle (Maillard Lal, 1999). Other pew alleles prob.-
4bly remain to he discovered for (4o BoLA-DRR3 ECTIE in
future srudips ©it trapical carele,

We demonstraged the  vig biliry of Loth Y ping
approaches. PCR-Dg allowsd the typing of Bol A-DRE3
alleles, The 5:CLO procedyrs Was used 1o determipe
relizble nuclearide sequences of the Bal A-DRRE3 Bene,
Orher BENOTYDing studies wigh Eenes with lower polymor-
phism shoyld he conducted by PCR-DS. This technigue jg
substantially [oes labour intensive and can give eorrect
assigniments of the alleles. [y situations of ambiguous
nping, cloning and sequencing of isolared alleles will [pq4
o the correce Eenotype,

Acknowled gements

& Foda Mo Acknowledges EMBRAPA for 5 pip
fellowship, 1.1 Coutinhe and M. L. Martines acknowledge
the research productiviry scholarship received from the
Mational Research Council of Brazj] (CNPg), and |. E.
Cialirie] acknowledges FAPESP for 3 php fellowship.

References

Genetics, 19, 139,
Dictz, A B., Betillews, .o, Feeemang, AE, Kelley, D.H.,Smbﬂ,j_ﬂ.
&2 Keheli, ME. Ir11997a) Generie associarion of hoyine

Haolszein cartle. foserf of Diairy Serence, 80, 400

Divez, AR, Cohen, N.D, Timms, 1, & Keheli, M.E, Je (19971
Bovine Iymphocyre antigen class I ailolss 46 fisk fHcrors for high
somatic cell counrs in my), of lacraring dairy cows. fomrmal af
Datry Sclence, 80, 405,

Gelhaus, L, Schnittger, 1., Mehlitz, o, Hoestmang, R, g
Meyer, C.05, (1985 Sequence angd PCR.-RFLp aralysis of 14 pevel
BolA-DRB3 alleles, Animgt Cemetics, 26, 147

D 2002 Blackwall Soiznce L1g, European dorma or‘fmmogenem::s 29, 323-397






ANEXO C



124

Adilson F. da Mota « Méario L. Martinez » Luiz L. Coutinho

Genotyping BoLA-DRB3 alleles in Brazilian Dairy Gir cattle Bos
indicus) by temperature-gradient gel electrophoresis (TGGE)
and direct sequencing

Received:

A. F. da Mota * M. L. Martinez

Embrapa Gado de Leite, Brazilian Organization for Agricultural Research, National
Dairy Cattle Research Center, Juiz de Fora - MG, Brazil

L. L. Coutinho

Laboratory of Animal Biotechnology - Dept. of Animal Production - ESALQ - University
of Sdo Paulo - Av. Padua Dias 11, 13418-900, Piracicaba - SP, Brazil

e-mail: licoutin@esalg.usp.br

tel: +55 19 32494434, fax: +55 19 34294284




125

Genotyping BoLA-DRB3 alleles in Brazilian Dairy Gir cattle Bos
indicus) by temperature-gradient gel electrophoresis (TGGE)
and direct sequencing

Abstract

BoLA-DRB3 is a gene of the Major Histocompatibility Complex (MHC) in cattle.
The product of the BoLA-DRB3 is a protein related to formation of an antigen-antibody
complex associated with immune response. Genotyping BoLA-DRB3 gene is relatively
complex due to the extensive polymorphism associated with this locus. Current
techniques for assignment of genotypes are restriction fragment length polymorphism of
DNA amplified fragments (PCR-RFLP), direct sequencing of PCR products, cloning-
sequencing, and denaturant-gradient gel electrophoresis. These techniques are either
time-consuming, do not discriminate all possible alleles, or are not readily reproducible.
The objective of this study was genotyping BoLA-DRB3 by use of temperature-gradient
gel electrophoresis (TGGE) to separate alleles before sequencing. PCR reactions made
out of 28 DNA samples from Gir Dairy cows (Bos indicus Brazilian breed) were
submitted to TGGE. New PCR products were generated from separated alleles,
purified, and sequenced. Allele separation was possible in 21 out of 26 heterozygote
samples (81%). Results indicate that two sequence reads (forward and reverse) were
sufficient to accurate genotype BoLA-DRB3 alleles. Separation of alleles by TGGE
provides a high- throughput reliable typing of BoLA-DRB3, critical to performing disease
association studies in cattle.
Keywords: BoLA-DRB3 gene * Bovine Lymphocyte Antigen ¢ Immune system e

Temperature-Gradient Gel Electrophoresis
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Introduction
The Bovine lymphocyte Antigen gene BoLA-DRB3 product is a binding protein
involved in formation of DR-beta chain highly expressed antigen-antibody complexes,
playing a critical role in the specificity of immune response. To date, more than 100
different alleles from exon 2 of gene BoLA-DRB3 have been deposited in GenBank
(http:/imvww.ncbi.nlim.nih.gov/). Genotyping BoLA is relatively complex because the
genes within this family are extremely polymorphic. This parallels reports for HLA-DRB1
where more than 290 alleles (http://mwww.anthonynolan.org.uk/HIG/lists/class2list.nhtml)
have been identified. The diversity of bovine DRB3 alleles increases the difficulty of
generating accurate genotypes for this locus, especially for association studies lacking
pedigree information.
Many studies have attempted to investigate the association between BoLA-
DRB3 with resistance to mastitis (Van Eijk et al., 1992, Gelhaus et al., 1995, Dietz et
al., 1997, Kelm et al., 1997, Sharif et al., 1998, Gilliespie et al., 1999) and achieved
different conclusions. In the earliest studies, genotyping was determined by restriction
fragment length polymorphism of DNA amplified fragments (PCR-RFLP) for assignment
of alleles. This methodology cannot accurately determine differences between all
current alleles and this may have led to the different conclusions in disease association
studies. Techniques that are more current indicate that direct sequencing of PCR
products and cloning-sequencing allow for the correct determination of BoLA-DRB3
typing (da Mota et al., 2002). However, cloning-sequencing is a time-consuming
technique and direct sequencing of PCR products cannot always resolve alleles
distinguished by insert and deletion events. A more robust method for genotyping used
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) to separate alleles prior to sequencing

(Aldridge, 1998) based on shift caused by different secondary structure of amplimers.
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The drawback of this technique is reproducibility of the gels.
In this study the principal aim was to genotype BoLADRB3 alleles by
temperature-gradient gel electrophoresis (TGGE) to separate the alleles prior to

sequencing, using DNA samples from Brazilian Dairy Gir cattle (Bos indicus).

Material and Methods

DNA extraction

Five-ml of blood samples were collected from twenty-eight Dairy Gir cows [Bos
indicus) raised at the Brazilian Organization for Agricultural Research, National Dairy
Cattle Research Center (Embrapa Gado de Leite), Juiz de Fora, Minas Gerais state,
Brazil.

For DNA extractions, 7 ml of lysis buffer (0.32 M sucrose, 12 mM Tris-HCI pH
7.5, 5 mM MgCk, 1% Triton 100X) were mixed to 5 ml of blood samples and centrifuged
at 2,000 x g for 20 minutes. The supernatant was discarded. Another 3 ml of lyses
buffer were mixed to the samples and centrifuged at 2,000 x g for 3 minutes. Washes
with the lyses buffer were repeated until a clean pellet of lymphocytes was obtained.
Then, cells were resuspended in 900 i | of a solution containing 450 i | of proteinase K
buffer (0.375 M NaCl, 0.12 M EDTA pH 8.0), 45 i | proteinase K (20 mg/ml) and 20 i | of
20% sodium dodecyl sulfate (SDS). Samples were incubated overnight at 55°C.
Protein was precipitated by addition of 500 i | of 5M NaCl and centrifugation at 2,000 x
g for 25 minutes. The supernatant was transferred to clean eppendorf tubes and DNA
was precipitated with addition of 1,000 il of absolute ethanol to each tube and
centrifugation at 10,000 x g for 15 minutes. The supernatant was dscarded and the

DNA pellet was washed in 70% ethanol. After drying at 37°C for one hour, DNA was
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resuspended in 100 i | of milli-Q water.

Amplification of BoLADRB3 exon 2

Oligonucleotide primers used for amplification of the second exon of
BoLA-DRB3 were previously published primer sequences (Van Eijk et al., 1992).
Primers HLO30 [5-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3] and HLO31 [5-
TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3] were used in a first amplification round.
Reactions were carried out on 100 ng of DNA (5 pl) in a 25 pl total volume containing 1
X PCR buffer (50 mM KCI, 10mM TRIS-HCI, 0.11% gelatin), 0.8 mM dNTP mix, 1.5 mM
MgCh, 0.5 uM of each primer and 1 unit of Tag DNA polymerase (GIBCO BRL, New
York, NI). The thermal cycling profile for the first round of amplification was an initial
denaturation step of 3 minutes at 94°C followed by 10 cycles of 25 seconds at 94°C, 30
seconds at 60°C, 30 seconds at 72°C and a final extension step of 5 minutes at 72°C.
After the first round, a hemi-nested second PCR reaction was carried out with 10 pl of
first-round product distributed (2 pl/tube) on five new tubes containing the same volume
and concentration as described above, except for using primers HLO30 and HL032 [5'-
TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC-37]. Primer HLO32 is internal to the sequence of
the amplified product of the first round PCR and has an overlapping palindrome eight
base box that is underlined in the text above. The thermal cycling profile for the second
round was 25 cycles of 40 seconds at 94°C and 30 seconds at 65°C, followed by a final
extension step of 5 minutes at 72°C. The reactions were performed in a 96-well thermal

cycler (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA).
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TGGE

Electrophoresis was carried out on a horizontal TGGE system with 9 cm x 9 cm
gel size (Biometra, Goettingen, Germany). Optimal temperature gradient was
established by perpendicular TGGE and by considering the thermal denaturation
profiles and gel mobility shift of double stranded DNA (Steger, 1994). Electrophoresis
was carried out with an 8% acrylamide gel (29:1 acrylamide:bis-acrylamide) run in 0.2 x
Na-TAE buffer pH 8.4 (1 M Sodium Acetate, 10 mM EDTA, 400 mM TRIS). A thermal
gradient from 35°C to 75°C was tested using amplification products mixed 2:1 with
loading buffer (0.2 x Na-TAE pH 8.4, 0.1% Triton-X 100, 0.01% Bromophenol Blue dye,
0.01% Xylene Cyanol dye). Samples were pre-run for 15 minutes at 100 V and run for
70 minutes at 250 V. Gels were stained in ethidium bromide solution (0.5 i g/ml) and
visualized using an ultra-violet transilluminator.

PCR samples containing approximately 3 ig of the amplified DNA
fragment of BoLA-DRB3 gene were run on parallel TGGE under the electrophoresis
conditions listed above. Gel plugs containing the separated alleles were excised from
the acrylamide gel using a wide bore pipette tip and were transferred to a
microcentrifuge tube containing 50 i | of the elution solution for poliacrylamide gels (10
mM TRIS-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl , 0.1% Triton X-100) and incubated overnight

at room temperature to elute the DNA.

Sequence analysis
Two-pl (50 ng) of the solution containing the eluted DNA were used as
template in another PCR using the same conditions listed for the second round of
amplification of BoLA-DRB3 gene. PCR amplified product was purified using a GFX™

Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Two-i | of purified
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products containing approximately 200-500 ng of template DNA were cycle-sequenced
in a reaction total volume of 15 pl containing 2 pl of ABI Prism Dye Terminator Cycle
Sequencing Core Kit with AmpliTag DNA Polymerase (Perkin-Elmer-Applied
Biosystems, Foster City, CA), 1 ul of 3.2 uM primer HLO30 or HL0O32 (consistent with
forward or reverse sequencing reaction) and 2 ul of sequencing buffer. Reactions were
performed according to the manufacturer cycling profile. Sequenced samples were
precipitated in 90% isopropanol, washed with 75% ethanol, and dried at room
temperature. Samples of the different alleles were resuspended in 4 pl of deionized
formamide : 50 mM EDTA pH 80 (5 : 1) and 2 pl were loaded on an ABI 377
Automated Sequencer (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA) and

submitted to electrophoresis for 7 hours.

Allele assignments

Alleles separated by TGGE were assigned by examining the sequence data
derived from direct sequencing with forward and/or reverse primers. The sequences of
both reads and chromatograms were compared to all the identified alleles using
Sequencher™ assignment software (Gene Code Corporation, Ann Arbor, MI). New
amplimers were generated for all the genotyped samples and were cloned and

sequenced to confirm the previous TGGE typing.

Results and Discussion

We have developed a new approach to improve accuracy and throughput of

genotyping exon 2 of BOLADRB3 alleles. All the samples were amplified by PCR and

optimal temperature-gradient gel electrophoresis conditions were established. Best
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results were visualized when the electrophoresis time was 70 minutes at 250 V and the
temperature-gradient was from 35°C to 75°C (Figure 1).

Animals were genotyped by TGGE methodology herein described. There were
twenty-six heterozygote animals. The first time the samples were submitted to
optimized electrophoresis, separation of the alleles by TGGE and consequent typing
was possible in twenty-one out of the twenty-six heterozygote samples (81%). Some
heterozygote could not be genotyped using TGGE because the alleles were not
completely separated (Figure 1A, lanes 1 and 6). TGGE presented consistent results
with highly reproducible gel images. In Figure 1A and 1B, sample 4 presents the same
gel electrophoresis pattern in two independent runs.

Theoretically, all different alleles should migrate with different bands pattern shift
in a TGGE gel because even double strand DNA (dsDNA) fragments of the same
length show different secondary conformation caused by point mutations. The increase
in temperature denatures dsDNA by opening defined melting domains and generating a
melting profile with different melting domains. This results on the reduction in
electrophoretic mobility when dsDNA migrates from the lower melting domain to the
higher melting domain. Due to the presence of heteroduplexes formed by the annealing
of different alleles, hetero/homoduplexes have different melting patterns according to
base composition, and private electrophoretic behaviors. Consequently, it is possible to
visualize four bands (Figure 1A, lane 3) in a heterozygote sample. The two lower bands
are homoduplexes while the other two bands correspond to heteroduplexes.

For some samples, it was possible to obtain complete separation of the
homoduplexes (Figure 1A, samples 2 and 5, and Figure 1B, samples 1, 2, 3, 4, and 6)
that were further eluted and sequenced.

Table 1 allows the comparison of some details on the different alleles. Some of
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the alleles that could not be separated had the same length, similar melting
temperature, and GC content (ID=7 and ID=27). On the other hand, alleles presenting
larger differences in G-C content, sequence of nucleotides, and molecular weight were
not separated (ID= 6 and ID=28). It is possible to observe also that alleles with events
of insertion/deletion were separated in some cases (ID= 4, 21, 22, and 24), but samples
ID=10 and ID=12, with insertion/deletion of 3 nucleotides, were not separated. Table 1
also shows that even samples containing alleles most similar in nucleotide sequence
were separated by TGGE (ID= 5 and ID=13). Our results suggest that it is not possible
to infer if one amplicon from BoLA-DRB3 will be separated, based solely on G-C
content, length of the alleles, melting temperature, and molecular weight.

Simulations can be used to visualize DNA secondary structures that could result

from increasing temperature (http:/Amww.biophys.uni-

duesseldorf.de/local/POLAND/poland.html) when there are differences in the

sequences. We tested some of the alleles considered as having similar sequences,
using the website with POLAND methodology (data not shown). Some of the alleles
presented simulated secondary structures that would justify their separation for the
electrophoretic conditions set up in this study.

When base pairs vary along the sequences, different DNA secondary structure
happens, and forms differences within a double strand of DNA. The secondary structure
forms DNA loops or bulges. Also, a possible explanation for the relation between
secondary structure and the sequence itself would be the angle of interaction between
base pairs, resulting in major or minor grooves and helix diameter. Simulation using
Polland methodology for secondary structures of the alleles did not allow a definite
conclusion.

The formation obtained from a specific combination of alleles is not predictive
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before genotyping the alleles. Alleles that seem to be very similar can present
differences in secondary structure and melting domains that are not explained only by
length, G-C content, molecular weight, or software simulation of secondary structures.
As the alleles are not known a priori, simulations are not useful in this case for specific
alleles combination. However, electrophoretic conditions used in this study were
optimized to produce the better separation of BoLA-DRB3 alleles.

In the cases where the alleles were nor separated by TGGE, it would be
possible to add a GC clamp during PCR, which would generate a second melting
domain and a different band migration pattern. The addition of G-C clamps for
separation of alleles is presented in the literature (Kappes et al., 1995). Cloning-
sequencing procedure also generates reliable genotyping in these cases (da Mota et

al., 2002).

Conclusion

TGGE was considered a fast and reliable technique for BoLA-DRB3 typing, as
the alleles of 81% of the samples could be separated for sequence analysis. Our results
indicate that two sequence reads (forward and reverse) were sufficient to determine the
correct nucleotide sequence and typing of exon 2 of BoLA-DRB3 alleles. Separation of
BoLA-DRB3 alleles by TGGE saves time and allows for better detection rate of
haplotypes. The reproducibility of the temperature-gradient is consistent. This technique
is amenable to high-throughput, allowing disease association studies and discovery of

new alleles, especially useful for Bos indicus breeds as Brazilian Dairy Gir cattle.
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Table 1: Animal identification, assignment of alleles, differences on the sequences, insertions/deletions, G-C
content (%), melting temperature (°C), molecular weight (Daltons) and molarities equivalent to optical
density equal to 1 for the 26 heterozygote samples.

Animal BoLA-DRB3 Diff. in Ins./ G-C (%) Melting Mol. Weight picoMolar
1D Alleles Seq. (bp) Del. (bp) Temp. (°C) (Daltons) equivalent to OD=1
1 *14011 26 - 61 87 78252 362
*25011 61 87 77774 367
2 *2101 20 - 60 87 77924 363
*3601 60 87 77497 365
3 *2802 25 - 61 87 73494 385
*3601 60 87 77497 365
4 *4101 17 3 60 87 76551 369
*2101 60 87 77924 363
5 *2801 16 - 61 87 77861 365
*2201 62 87 77948 363
6** *1801 21 - 62 88 77759 368
*2802 61 87 73494 385
7** *1703 23 - 60 87 77494 366
*2801 61 87 77861 365
8 *1801 22 - 62 88 77759 368
*4201 61 87 77629 363
9 *1001 18 - 61 87 77774 367
*2704 60 87 77969 363
10/12**  *3301 21 3 60 87 77157 369
*3601 60 87 77497 365
11 *1602 26 - 58 86 77482 363
*3001 60 87 77879 362
13 *2704 13 - 60 87 77969 363
*3101 61 87 78234 363
14 *2201 30 - 62 87 77948 363
*3601 60 87 77497 365
15 *2101 20 - 60 87 77924 363
*3601 60 87 77497 365
16 *4201 23 - 61 87 77629 363
*3601 60 87 77497 365
17 *1801 26 - 62 88 77759 368
*2201 62 87 77948 363
18 *3001 28 - 60 87 77879 362
*2201 62 87 77948 363
19 *2801 16 - 61 87 77861 365
*2201 62 87 77948 363
21 *0201 23 3 62 88 76867 372
*2201 62 87 77948 363
22 *1703 18 3 60 87 77494 366
*3301 60 87 77157 369
23 *2801 16 - 61 87 77861 365
*2101 60 87 77924 363
24 *3301 25 3 60 87 77157 369
*3101 61 87 78234 363
26 *2101 13 1 60 87 77924 363
*2802 61 87 73494 385
27 *3101 23 - 61 87 78234 363
*3601 60 87 77497 365
28** *1801 19 - 62 88 77759 368
*2101 60 87 77924 363

**samples that could not be separated by TGGE.
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Figure 1 BoLADRB3 alleles separated by TGGE using 35°C - 75°C for the
temperature gradient and submitted to electrophoresis during 70 minutes at 250 V. A)
Gel showing separation of BOLA-DRB3 alleles in five heterozygote samples (lanes 1, 2,
3, 5, 6). B) Gel showing the same homozygote sample (lane 4) and some heterozygote
samples that could not be genotyped by TGGE separation of the alleles (lanes 1, 6).

Lanes designated as “M” are OX174 Haelll, 1.51 g.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALDRIDGE, B.M.; MCGUIRK, SM.; CLARK, R.J; KNAPP, L.A.; WATKINS, D.I. &
LUNN, D.P. Denaturing gradient gel eectrophoresis a rapid method for differentiating
BoLA-DRB3 dldes. Animal Genetics, v.29, p.389, 1998.

ANUALPEC. FNP Conaultoria & Comécio ANUALPEC 2003. Anu&io da Pecuéria
Brasleira. Séo Paulo, 2003. 400 p.

ALTSCHUL, SF.; GISH, W.; MILLER, W.; MY ERS, EW.; LIPMAN, D.J. Basc Locd
Alignment Search Tool. Journal of Molecular Biology, v.215, p.403-410, 1990.

ARUS, P.; MORENO-GONZALES, J. Molecular markers. In: Plant Breeding: Principlesand
Prospects. Edited by M.D. Hayward, M. D.; Bosenmark N.O, Romagosa, |. (Ed.). London:
Chgpmann & Hall. 1994. 550p.

BAKAY, M.; CHEN, Y. W.; REHANNAH, B.; ZHAO, P.; NARAGAJW, K.; HOFFMAN, E.
Sources of variability and effect of experimental gpproach on expresson profiling data
interpretation.BM C Bioinformatics,v.3, n.1, p.4, 2002.

BERNOCO, D.; LEWIN, H. A. The bovine lymphocyte antigen (BoLA) system: Importance and
relaionship to disease in cettle. Revista Brasileira de Genética, v.12, p.107-122, 1989.
Supplement, 3.

BOVENHUIS, H. ; SPH.MAN, R. J. Selective genotyping to detect QTL for multipletraits
in outbred populations. (compact disk) In: VI Congress on Genetics Applied to Livestock
Production, Trabalhos, Armidde, Austrdia. 1996.



13¢

BRACKETT, B. G.; BOUSQUET, D.; NICE, M. L.; DONAWICK, W. J; EVANS, J. F;
DRESSEL, M. A. Normd deveopment following in vitro fertilization in the cow. Biology
of Reproduction, v.27, p.147-158, 1982.

BURKE, M.G.; STONE, R.T.; MUGGLI-COCKETT, N.E. Nudeotide-sequence and northern
andyss of a bovine mgor hisgocompatibility class 1l DR- beta-like cDNA. Animal
Genetics, v.22, p.343-352, 1991.

CAMARGO AA.; SAMAIA H.P.; DIASNETOE.; SMAOD.F.; MIGOTTO|.A.; BRIONES
M.R.; COSTA F.F.; NAGAI M.A.; VERJIOVSKI-ALMEIDA S.; ZAGO M.A.; ANDRADE
L.E. ET AL. The contribution of 700,000 ORF sequence tags to the definition of the human
transcriptome. Proceedings of the National Academy of Sciencesof the United Statesof
America v.98, n.21, p.12103-8, 2001.

CARBONELL, E. A.; GERIG, T. M.; BALANSARD, E.; ASINS, M. J. Interva magpping in the
anndysis of nanadditive quantitative trait loci. Biometrics, v.48, p.305-315, 1992.

CHUDIN, E.; WALKER, R.; KOSAKA, A.; WU, S. X.; RABERT, D,;; CHANG, T. K,
KREDER, D. E. Assesment of the relaionship between signa intensities and transcript
concentration for Affymetrix GeneChip arrays. Genome Biology, v.3, n.1, €0005.1, 2001.

DA MOTA, A. F; MARTINEZ, M. L.; COUTINHO, L. L. Locdizacdo de locos
génicos de caracteridicas quantitativas (QTLS) em gado de leite Premissas e
edratégias. M ulticiéncia, v.4, n.1, pp. 18-37, 2000.

DA MOTA, A. F.; GABRIEL, J E.; MARTINEZ, M. L.; COUTINHO, L. L. Didributionof the
bovine lymphocyte antigen (BoLA-DRB3) dldes from Brazilian Dary Gir cattle (Bos
indicus). European Journal of Immunogenetics, v.29, n.3, p.213-7, 2002.



14C

DARVAS, A. ; SOLLER, M. Sdective genotyping for determination of linkege between a
marker locus and a quantitative trait locus. Theor etical Applied Genetics, v.85, p.353-359,
1992.

DAVIES JL.; KAWAGUCHI Y., BENNETT ST.;, COPEMAN JB.; CORDELL H.J,;
PRITCHARD L.E.; REED PW.; GOUGH S.C.; JENKINSS.C.; PALMER SM. A genome-
wide search for human type 1 diabetes susceptibility genes. Nature, v.371, n.6493, p.104-5,
1994.

DENNIS JA.; HEALY PJ; BEAUDET AL., OBRIEN WE. Molecular definition of

bovine argininosuccinato synthetase deficiency. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v.86, p.7947-
7951, 1989.

DE SOUZA, S. J; CAMARGO, A. A.; BRIONES, M. R,; COSTA, F. F, NAGAI, M.
A.; VERIOVSKI-ALMEIDA, S; ZAGO, M. A.; ANDRADE, L. E; CARRER, H,;

EL-DORRY, H. F.; et a. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v.97, p.12690-12693, 2000.

DIAS NETO E.; GARCIA CORREA R.; VERIOVSKI-ALMEIDA S; BRIONES M.R,
NAGAI MA. DA SLVA W. JR; ZAGO MA. BORDIN S; COSTA FF;
GOLDMAN G.H. Shotgun sequencing of the human transcriptome with ORF expressed

sequence tags. Proceedings of the National Academy of Sciencesof the United Statesof
America, v. 97, n.7, p.3491-6, 2000.

DIETZ, A. B.; DETILLEUX, J. C.; FREEMANN A. E; KELLEY, D. H.; STABEL, J.
R.; KEHRLI JR.; M. E Genetic association of bovine lymphocyte antigen DRB3 dleles
with immunologica traits of Holstein cattle. Journal of Dairy Science, v.80, p.400-405,
1997a.

DIETZ, A. B.; COHEN, N.D.; TIMMS, L.; KEHRLI JR; M. E. Bovine lymphocyte
antigen Class Il dldes as risk factors for high somatic cell counts in milk of lactating dairy
cows. Journal of Dairy Science, v.80, p.406-412, 1997b.



141

DOMINGUES, O. Gado leiteiro para o Brasil: gado eur opeu, gado indiano, gado bubalino.
4.ed. Sao Paulo: Nobd, 1974. 112p.(Bibliotecarurd, 3).

EVANS, H. M.; LONG, J A. The effect of the anterior lobe of the hypophysis administered

intraperitonealy on growth, maturity, and estrous cycles of the rat. Anat. Res.; v.21, p.61-
63, 1921.

FALCONER, D. S. & MACKAY Introduction to quantitative genetics 4.ed. Essex,
England: Longman, 1996. 464 p.

FERREIRA, M. E. ; GRATTAPAGLIA, D. Introducdo ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. Embrapa. 2.ed. Brasilia: Embrapa- CENARGEN, 1996.

FOX, L. K.; GERSHMAN, M.; HANCOCK, D. D.; HUTTON, C. T. Fomites and

reservoirs of staphylococcus aureus causing intramammary infections as determined by
phage typing: the effect of milking time hygiene practices. Cornell Veterinary, v.81, p.183
193, 1991.

FUJII, J; OTSU, K.; ZORZATO, F,; DE LEON, S.;; KHANNA, V.K.; WEILER, J. E,

OBRIEN, PJ; MACLENNAN, D. H. Identification of a mutation in porcine ryanodine
receptor associated with maignant hypothermia. Science, v.253, p.448-451. 1991.

FRASER, DC.; CRAIGMILE, S; CAMPBELL, JDM.; OLIVER, RA.; BROWN, DJ,

RUSSELL, GC.; SPOONER, RL.; GLASS, EJ. Functiona expression of a cattle MHC
class Il DR- like antigen on mouse L-cells. Immunogenetics, v.43, p.296-303, 1996.

GELDERMANN, H. Investigetions on inheritance of quantitative characters in animas by
gene markers. |. Methods. Theoretical Applied Genetics, v.46, p.319-330, 1975.



142

GELHAUS, L.; SCHNITTGER, L., MEHLITZ, D.; HORSTMANN, R.D. ; MEYER,
C.G. Sequence and PCR-RFLP andyss of 14 novd BoLA-DRB3 dldes. Animal
Genetics, v.26, p.147, 1995.

GEORGES M.; DIETZ A.B, MISHRA A, NIELSEN D.; SARGEANT L.S,
SORENSEN A.; STEELE M.R,;; ZHAO X.; LEIPOLD H.; WOMACK JE,; ¢ 4.
Microsatellite mapping of the gene causing weaver desease in cattle will allow the study of

an associated quantitative trait Loci. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America v.90, p.1058-1062, 1993.

GEORGES M, NIELSEN D, MACKINNON M, MISHRA A, OKIMOTO R,
PASQUINO AT, SARGEANT LS, SORENSEN A, STEELE MR, ZHAO X.
Mapping quantitative trait loci controlling milk production in dary catle by exploiting
progeny testing. Genetics, v.139(2), p.907-20. 1995.

GILLIESPIE, B.E; JAYARAO, B.M.; DOWLEN, H.H. ; OLIVER, SP. Andyss and

frequency of bovine lymphocyte antigen DRB3.2 dldles in Jersey cows. Journal of Dairy
Science, v.82, p.2049, 1999.

GIOVAMBATTISTA, G.; GOLIJOW, C.D.; DULOUT, F.N.; LOJO, M.M. Genefrequencies of
DRB3.2 locus of Argentine Creole cattle. Animal Genetics, v.27, p.55, 1996.

GROENEN, M. A. M.; VAN DER POEL, J. J; DIKOF, R. J M.; GIPHART, M. J. The
nucleotide sequence of bovine MHC Class |1 DQB and DRB genes. Immunogenetics, v.31,
p.37-44, 1990.

GRISART B.; COPPIETERS W.; FARNIR F.; KARIM L.; FORD C.; BERZI P,
CAMBISANO N.; MNI M.; REID S.; SIMON P.; SPELMAN R.; GEORGES M.; SNELL
R.. Podtionad candidate cloning of a QTL in dary catle identification of a missense
mutetion in the bovine DGAT1 gene with mgor effect on mik yidd and
compogtion.Genome Resear ch, v.12, n.2, p.222-31, 2002,



143

GYLLESTEIN, U.B. & ALLEN, M. Seguencing of in vitro amplified DNA. Methods in
Enzymology, v.18, p.3, 1993.

HALEY, C. S.; KNOTT, S. A. A ample regresson method for mapping quantitetive trait loci in
line crosses using flanking markers, Her edity, v.69, p.315-324, 1992,

HANAHAN, D. Sudies on transformation of Escherichia coli with plasmids. Journal of
Molecular Biology, v.166, p.557, 1983.

HARMON, R. J. Physiology of madtitis and factors affecting somatic cell counts. Journal of
Dairy Science, v.77, p.2103-2112, 1994.

HERWIG, R.; AANSTAD, P.; CLARK, M.; LEHRACH, H. Statisticd evauation of differential

expression on cDNA nylon arrays with replicated experiments. Nucleic Acids Research,
v.29, n.23, €117, 2001.

HILLEL, J; DUNNINGTON, E. A.; SIEGEL, P.B. DNA markers in poultry breeding and
genetic anayses. Poultry Science Review; v.4, p.169-186, 1992.

HUANG X.; MADAN A. CAP3: A DNA sequence assembly program. Genome Resear ch, v.9,
p.868-877, 1999.

IRITANI, A.; NIWA, K Capacitation of bull spermatozoa and fertilization in vitro of catle
follicular oocytes matured in culture. Journal of Reproduction and Fertility, v.50, p.119-
121, 1977.

JOHNSON, L. A.; FLOOK, J. P.; LOOK, M. V.; PIKEL, D. How sorting of X- and Y -bearing
gpermatozoa into populations. Gamete Resear ch, v.16, p.1-9, 1987.



144

KAPPES, S,; MILDE-LANGOSCH, K.; KRESSIN, P.; PASSLACK, B.; DOCKHORN-
DWORNICZAK, B.; et a. p53 mutations in ovarian tumors, detected by temperature
gradient ge dectrophoress, direct sequencing and immunohistochemistry. I nternational
Journal of Cancer, v.64, p.52-59, 1995.

KELM, S. C.; DETTILEUX, J. C.; FREEMAN, A.E.;KEHRLI JR.;M.E.; DIETZ,2 B.; FOX,
L. K.; BUTTLER, J. E; KASCOVICS, |.; KELLEY, D. H. Genetic association between
parameters of innate immunity and measures of madtitis in periparturient Holstein cattle.
Journal of Dairy Science, v.80, p.1767-1775, 1997.

KNAPP, S. J; BRIDGES, W. C. JR,; BIKERS D. Mapping quantitative trat loci usng
molecular marker linkage maps. Theoretical Applied Genetics.; v.79, p.583-592, 1990.

LANDER, E. S. ; BOTSTEIN D. Mapping menddian factors underlying quantitative traits
using RFLP linkage maps. Genetics, v.121, p.185-199, 1989.

LEBOWITZ, R. J; SOLLER, M.; BECKMANN, J. S. Trait-based analyses for the detection of
linkage between marker loci and quantitetive trait loci in crosses between inbreed Ines.
Theoretical Applied Genetics, v.73, p.556-562, 1987.

LEWIN, H. A. Disease resstance and immune response genes in catle: Strategies for their
detection and evidence of their existence. Journal of Dairy Science, v.72, p.1334-1348,
1989.

LOOFT C.; REINSCH N.; KARALL-ALBRECHT C.; PAUL S;; BRINK M.; THOMSEN H,,
BROCKMANN G.; KUHN C; SCHWERIN M.; KALM E. A mammary gland EST
showing linkage disequilibrium to a milk production QTL on bovine Chromosome 14.
Mammalian Genome, v.12, n.8, p.646-50, 2001.

MCCARTHY, F. D.; LINDSEY, J. B.; GORE, M. T.; NOTTER, D. R. Incidence and control of
sub dinica madtitis in intensively managed ewes. Journal of Animal Science, v.66, p.2715
2721, 1988.



145

MACLENNAN, D. H. The genetic bass of mdignant hyperthermia Trends in
Pharmacological Science, v.13, p.330-334, 1992.

MAILLARD, JC. RENARD, C., CHARDON, P., CHANTAL, I. & BENSAID, A.
Characterization of 18 new BoLA-DRB3 dldles. Animal Genetics, v.30, p.200, 1999.

MARCUS E.; KEHRLI, R. Factors affecting milk somatic cdls and their role in hedth of the
bovine mammary gland. Journal of Dairy Science, v.77, p.619-627, 1994.

MARTINEZ M. L. Efeitos da subgtituicdo de delos, da fregiiéncia génica e da taxa de
recombinacdo sobre o poder de detectar ligacdo entre um marcador genético e loci de
caracteristica quantitativa de baixa herdabilidade. Revista Brasileira de Zootecnia, v.27,
n4, p.715-721, 1998.

MCPHERRON, A. & LEE, S. J. Double muscling in cattle due to mutations in the myogtatin
gene. Proceedingsof the National Academy of Sciencesof the United Statesof America,
V.94, p.12457-12461, 1997.

MCMANUS, M. T.; SHARP, P.A. Gene slencing in mammas by smdl interfering RNAs.
NatureReviews. Genetics, v.3, p.737-747, 2002.

MCPHERRON, A. ; LEE, S. J. Double muscling n cattle due to mutations in the myostatin
gene. Proceedingsof the National Academy of Sciencesof the United Statesof America,
v.H4, p.12457-12461, 1997.

MEISSNER N, RADKE J, HEDGES J, WHITE M, BEHNKE M, BERTOLINO §
ABRAHAMSEN M, JUTILA MA. Serid andlyss of gene expression in circulaing gamma
ddta T cdl subsets defines distinct immunoregulatory phenotypes and unexpected gene
expression profiles. Journal of Immunology, v.170, n.1, p.356-64, 2003.

MOOQODY, D. E.; POMP, D. BUCHANAN, D. S. Feashility of the grandprogeny design for
quantitative trait loci (QTL) detection in purebred beef cattle. Journal of Animal Science,
V.75, p.941-949, 1997.



14¢

MOK, S.C.; LO, K.W. ; TSAO, SW. Direct cycle sequencing of mutated aleles detected by
PCR single-strand caiformation polymorphism andysis. Biotechniques, v.14, p.790, 1993.

NGKWAI-HANG, K.F.; H.G. MONARDES; JF. HAYES Association between genetic
polymorphism of milk proteins and production traits during three lactations. Journal of
Dairy Science, v.73, p.3414-3420, 1990.

NONNECKE, B. J., HARP, J. A. Function and regulation of Lymphocyte-M ediated responses:
Relevance to bovine mastitis. Journal of Dairy Science, v.72, n.5, p.1313-1327, 1988.

NOVAK, J; SLADEK, R; HUDSON, T. J. Characterization of variahility in large-scae gene
expression data: Genomics, v.79, n.1, p.104-113, 2001

OTSU, K.; PHILLIPS, M. S; KHANNA, V.K.; DE LEON, S; MACLENNAN, D. H.
Refinement of diagnostic assays for a probable causd mutation for porcine and human
malignant hyperthermia. Genomics, v.13, p.835-837, 1992.

@STERGARD, H.; KRISTENSEN, B. ANDERSEN, S. Invedtigations in farm animas of
asociations between the MHC system and disease resstance and fertility. Livestock
Production Science, v.22, p.49-67, 1989.

PHILLIPS, P.H. Preservation of bull semen. Journal of Biology and Chemistry, v.130, p.415-,
1939.

POLGE, C.; SMITH, A.; PARK, A. S. Revivd of spermatozoa after vitrification and
dehydration a low temperature. Nature, v.164, p.666, 1949.

RUSSELL, G.C; MARELLO, K.L.; GALLAGHER, A.; MCKEEVER, D.J,; SPOONER, R.L.
Amplification and sequencing of expressed DRB second exons from Bos indicus.
I mmunogenetics, v.39, p.432-436, 1994.



147

SAIKI RK.; SCHARF S.; FALOONA F.; MULLIS K.B.; HORN G.T.; ERLICH H.A;;
ARNHEIM N. Enzymatic amplification of b-globulin genomic sequences and redtriction site
andysis for diagnosis of sickle cdll anemia. Science, v.230, p.1350-1354, 1985.

QUACKENBUSH J; CHO J,; LEE D.; LIANG F.; HOLT I.; et d. The TIGR gene indices,
analysis of gene transcript sequences in highly sampled eukaryotic species. Nucleic Acids
Resear ch, v.29, p.159-164, 2001.

RAMDAS, L.; COOMBES, K. R.; BAGGERLY, K.; ABRUZZO, L.; HIGHSMITH, W. E;;
KROGMANN, T.; HAMILTON, S. R.; ZHANG, W. Sorces of nonlinearity in cDNA
microarray expression measurements. Genome Biology, v. 2, n.11, 0047.1, 2001.

ROBL, J M.; PRATHER, R. S; BRANES, F. EYESTONE, W.; NORTHEY, D.; GILLIGAN,
B.; FIRST, N.L. Nuclear transplantation in bovine embryos. Journal of Animal Science,
V.64, p.642-647, 1987.

RON M.; BAND M.; YANAI A.; WELLER JI. Mapping quantitative trait loci with DNA
microsatellites in a commercia dairy cattle population. Animal Genetics, v.25, p.259-264,

1994.

SANGER, F.; THOMPSON, E. O. P.; KATAI, R The amide groups of Insulin. Biochemistry
Journal v.59, p.509-514, 1955.

SANGER, F. Chemidiry of Insulin. Science, v.129, p.1340-1344, 1959.

SANTIAGO, A.A. Os cruzamentos na pecuaria bovina: racas taurinas, ragas zebuinas,
cruzamentos. S8o Paulo: Indtituto de Zootecnia, 1975. 549 p.

SAX, K. The asociation of size differences with seed-coat pattern and pigmentation in
Phaseolus vulgaris. Genetics, v.8, p.552-560, 1923.

SCHUTZ, M. M. Genetic evauation of somatic cell scores for United States dairy cattle.
Journal of Dairy Science, v.77, n.7, p.2113-2129, 1993.



148

SCHUKKEN, Y. H.; LAM, T. J. G. M.; BARKEMA, H. W. Biologica basis for sdlection on
udder hedth traits. In: Proc. Internationad workshop on genetic improvement of functiona
traitsin cattle health. Uppsda, Sweden, June 8-10, Interbull Bulletin n® 15, p.27-32, 1997.

SCHUKKEN, Y.H.; LESLIE, K.E.; BARNUM, D.A.; MALLARD, B.A.; LUMSDEN,
JH.;DICK, P.C.; VESSIE, GH.; KEHRLI, M.E. Experimenta Staphylococcus aureus
intramammary chalenge in late lactation dairy cows. quarter and cow effects determining the
probability of infection. Journal of Dairy Science, v.82, p.2393-2401, 1999.

SEYFERT, H. M.; HENKE, M.; INTERTHAL, H, et al. Defining candidate genes for madtitis

resstance in cattle: The role of lactoferrin and lysosyme. Journal of Animal Breeding and
Genetics, v.113, p.269-276, 1996.

SHARIF, S; MALLARD, B.A.; WILKIE, B.N.; SARGEANT, JM.; SCOTT, HM,
DEKKERS, JCM. ; LESLIE, K.E. Asociations of the bovine mgor histocompatibility
complex DRB3 (BoLA-DRB3) dlees with ocaurrence of disease and milk somatic cell
score in Canadian dairy cattle. Animal Genetics, v.29, p.185, 1998.

SHEIKH, F. G.; MUKHOPADHYAY, S. S,; GUPTA, P. Pstl repesat: a family of short
interspersed nucleotide element (SINE)-like sequences in the genomes of cettle, goat, and
buffalo. Genome, p.45, p.45-50, 2002.

SHOOK, G. E. Sdlection for disease resstance. Journal of Dairy Science, v.72, p.1349-1362,
1989.

SHUSTER D.E.; KEHRLI M.E. JR, ACKERMANN M.R.; GILBERT R.O. Identification and
prevalence of a genetic defect that causes leukocyte adhesion deficiency in Holstein cattle,

Proceedingsof the National Academy of Sciencesof the United Statesof America,v.89,
p.9225-9229, 1992.

SILVER, L. M. Mouse Genetics: Conceptsand Applications. New York: Oxford University
Press. 1995. p.362.



14¢

SIMPSON, S.P.; WEBB, A. J. Gowth and carcass performance of British Landrace pigs
heterozygous at the Haothane locus. Animal Production, v.49, p.503-509. 1989.

SIMPSON, S. P. Detection of linkage between quantitative trait loci and redriction fragment
length polymorphisms using inbred lines. Theoretical Applied Genetics, v.77, p.815-819,
1989.

SITTE, K.; EAST, I.J; LAVIN, M.F. & JAZWINSKA, E.C. Identification and characterization
of new BoLA-DRB3 dldes by heteroduplex andyss and direct sequencing. Animal
Genetics, v.26, p.413, 1995.

SMITH, K. L.; TODHUNTER, D. A.; SCHOENBERGER, P.S. Environmenta pathogens and
intramammeary infection during the dry period. Journal of Dairy Science, v.68, p.402-417,
1985.

SMITHT.P.; CASASE.; REXROAD C.E. 3RD, KAPPES SM.; KEELE JW.Bovine CAPN1
maps to aregion of BTA29 containing a quantitative trait locus for meat tenderness. Journal
of Animal Science, v.78, p.2589-2594, 2000.

SMITH T.P.L, GODTEL RA, LEE RT PCR-based setup for high-throughput cDNA library
sequencing on the ABI 3700 automated DNA sequencer. Biotechniques, v.29, p.698-700,
2000.

SMITH T.P.; GROSSE W.M.; FREKING B.A.; ROBERTS A.J,; STONE RT.; CASASE,;
WRAY JE.; WHITE J.; CHO J; FAHRENKRUG S.C.; BENNETT G.L.; HEATON M.P,;
LAEGREID W.W.; ROHRER G.A.; CHITKO-MCKOWN C.G.; PERTEA G.; HOLT I,
KARAMYCHEVA S; LIANG F.; QUACKENBUSH J; KEELE JW. Sequence
evdudion of four pooled-tissue normdized bovine cDNA libraries and congtruction
of ageneindex for cattle. Genome Resear ch, v.11, n4, p.626-30, 2001.



15C

SMITHT.P.L, GROSSEW.M.; FREKING B.A.; ROBERTSA.J.; STONER.T.; et a. Sequence
evduation of four pooled-tissue normaized bovine cDNA libraries and congruction of a
geneindex for cattle. Genome Resear ch, v.11, p.626-630, 2001

SOLLER, M.; GENIZI, A. The efficiency of experimental designs for the detection of linkage
between a marker locus and a locus affecting a quantitative trait in segregating populations.
Biometrics, v.34, p.47-55, 1978.

SOLLER, M. & BECKMANN, J. S. Gendic polymorphism in varietd identification and
genetic improvement. Theor etical Applied Genetics, v.67, p.25-33, 1983.

SONSTEGARD T.S,; GARRETT W.M.; ASHWELL MS;; BENNETT G.L.; KAPPESSM,;
VAN TASSELL C.P.Comparative map dignment of BTA27 and HSA4 and 8 to identify
conserved segments of genome containing fat deposition QTL. Mammalian Genome, v.11,

n.8, p.682-6388, 2000.

SONSTEGARD, T.S,; CAPUCO, A. V.; WHITE, J;VAN TASSELL, C. P, CONNOR, E. E,;
CHO, J; SULTANA, R.; SHADE, L.; WRAY, J E.; WELLS, K. D.; QUACKENBUSH, J.
Andysis of bovine mammary gland EST and functiona annotation of the Bos taurus gene
index. Mammalian Genome, v.13, n.7, p.373-9, 2002.

SORDILLO, L. M.; SHAFER-WEAVER, K.; DEROSA, D. Immunobiology of the mammary
gland. Journal of Dairy Science, v.80, p.1851-1865, 1997.

STARKENBURG, R. J; HANSEN, L. B.; KEHRLI JR.; M. E.; CHESTER-JONES, H.
Frequencies and effects of dternative DRB3.2 dleles of bovine lymphocyte antigen for
Holsteins in milk sdection and control lines. Journal of Dairy Science, v.80, p.3411-3419,
1997.

STEGER, S. Themd denaturation of double-stranded nucleic acids. prediction of temperatures
criticd for gradient gel eectrophoress and polymerase chain reaection. Nucleic Acids
Resear ch, v.22, p.2760-2768, 1994.



151

TAKASUGA, A.; HIROTSUNE, S; ITOH, R.; JTOHZONO, A.; SUZUKI, H.; ASO, H.;
SIGIMOTO, Y. Edablishment of a high throughput EST sequencing system using poly(A)
tall-removed cDNA libraries and determination of 36,000 bovine ESTs Nucleic Acids

Research, v. 29, n.22, €108, 2001.

VAN EIXK, MJT.; STEWART-HAYNES, JA. & LEWIN, H.A. Extensve polymorphism of
the BoLA-DRB3 gene diginguished by PCR-RFLP. Animal Genetics, v.23, p.483, 1992.

VEIGA, V.M. O.; TEIXEIRA, M.; BRITO, M. A. V.P.; BRITO, J. R. F. Controle da mamite
dos bovinos. Empresa Brasileira de Pesguisa Agropecuaria-Embrapa, Centro Naciond de
Pesquisa de Gado de Leite. Juiz de Fora MG. 1994. 70 p.

VENTER JC.; ADAMSM.D.; MYERSEW.; LIPW.; MURAL R.J;; SUTTON G.G.; SMITH
H.O.; YANDELL M.; EVANS CA., HOLT RA.; et d. The Sequence of the Human
Genome. Science, v.291, p.1304-1351, 2001.

VISSCHER, P.M.; ; HALEY, C. S. Detection of putative quantitetive trait loci in line crosses
under infinitesma genetic modds. Theor etical Applied Genetics, v.93, p.691-702.; 1996.

WEIR, B. S. Genetic Data Analysis|1. 2. Sunderland, MA: Sinauer Associates. 1996. 445 p.

WELLER, J. I. Maximum likelihood techniques for the mapping and andyss of quantitetive
trait loci with the aid of genetic markers. Biometrics, v.42, p.627-640, 1986.

WELLER, J. I.; KASHI, Y.; SOLLER, M. Power of daughter and granddaughter designs for
determining linkage between marker loci and quantitative trait loci in dairy cattle. Journal
of Dairy Science, v.73, p.2525-2537, 1990.

WILKINS, R. J & KUYS, Y. M. Rapid beta-lactoglubulin genotyping of catle usng the
polymerase chain reaction. Animal Genetics, v.23, p.175-178, 1992.



152

WINTER A.; KRAMER W.; WERNER FA.; KOLLERS S;; KATA S,; DURSTEWITZ G,
BUITKAMP J; WOMACK JE.; THALLER G.; FRIES R. Asxociation of a lysne
232/danine polymorphism in a bovine gene encoding acyl-CoA:diacylglyceral
acyltranderase (DGAT1) with variation a a quantitative trait locus for milk fat content.
Proceedingsof the National Academy of Sciencesof the United States of America, v,
n.14, 9300-5, 2002.

ZADWORNY, D. & KUHNLEIN, U. The identification of the keppa-casein genotype in the
Holgtein dairy catle using the polymerase chain reaction. Theor etical and Applied
Genetics, v.80, p.631-640, 1990.





