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RESUMO

Uma populacdo experimental F2 foi desenvolvida a partir do cruzamento de
quatro machos da raga Holandesa com vinte e oito fémeas Gir, produzindo uma geragéo
F1 com cento e cinqiienta animais, da qual quatro machos foram escolhidos baseados na
sua fertilidade para acasalar com sessenta e oito fémeas e produzir a geracdo F2 com
aproximadamente quatrocentos individuos. Foram coletados dados fenotipicos para
caracteristicas de contagem de carrapatos, peso ao nascimento e peso a desmama para 0s
animais da geragdo F2. Cerca de duzentos e noventa animais tiveram seu fendtipo
medido para as caracteristicas com excec¢do da contagem de carrapatos, onde somente
cento e sessenta e sete animais foram medidos. As geracdes parentais e F1 foram
genotipadas para cinco marcadores microssatélites posicionados no cromossomo 23.
ApoOs a determinacdo do grau de informagdo dos marcadores, todos 0s animais da
geracdo F2 disponiveis foram genotipados para os cinco marcadores. Com o resultado da
genotipagem foi construido o mapa de ligacdo especifico dos marcadores no
cromossomo 23 para a populacdo desenvolvida. Apds o ajuste da caracteristica de

contagem de carrapatos pelo logaritmo da contagem e pela transformacédo rank, ambos
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ajustes foram utilizados para mapeamento de QTL pelo método de regressdo por
minimos quadrados ordinarios, utilizando o programa QTL Express. N&o foi encontrado
nenhum QTL associado a nenhuma das caracteristicas estudadas. O pequeno numero de
animais avaliados para a caracteristica de contagem de carrapatos pode ter influenciado
0 resultado, bem como um melhor ajuste ou mais varidveis que complementem essa
caracteristica. Outras analises devem ser realizadas com essa populacdo, tanto para
complementar este estudo como para realizacdo de outros estudos sobre caracteristicas

relativas a resisténcia a ecto e endoparasitas.



QTL MAPPING FOR TICK RESISTENCE, BIRTH WEIGHT AND WEIGHT
AFTER SIXTY DAYS ON CHROMOSSOME 23 FROM F2 DESIGN BREEDING
OF BOVINES HOLSTEIN x GIR

Author: KAREN PALLOTTA TUNIN
Adviser: Prof. Dr. LUIZ LEHMANN COUTINHO

SUMMARY

A F2 design population had been developed from the breeding between four
male holstein with twenty eight female Gir, generating a F1 with one hundred and fifty
animals, from these sample four male have been chosen based on their fertility for
matching. They have been breed with sixty eight females, producing the F2 generation
with about four hundred individuals. Phenotypic data has been collected for tick
accounting, birth weight and weight after sixty days for individuals on F2. Over than
two hundred and ninety animals had their phenotypic measured for those characteristics
with the exception of the tick accounting. On this case, only one hundred sixty seven
were measured. The parental and F1 generations were genotyped for five microsatellite
markers positioned on chromosome 23. After the determination of the markers
information degree, all the F2 animals available were genotyped for the five markers.
Under the genotyping results was constructed the linkage map for this markers on
chromosome 23. After the log transformation for tick accounting and the rank
transformation both adjusts was used for QTL mapping by the regression method based
on minimum ordinary least squares, using the QTL Express software, were not found

any QTL associated for any studied characteristics. The small sample of animals used
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for tick accounting could have biased the results. Other analyses must be taken over this

population; not only to complete the present study, but also to create new sort of studies

on characteristics related on ecto and endo parasites.



1 INTRODUCAO

Os paises em desenvolvimento, que respondem por cerca de 60% da populacéo
mundial, estdo situados na faixa tropical do globo e, de modo geral, apresentam baixos
indices de desempenho no setor agropecuério, quando comparados aos paises de clima
temperado (Hammond, 1994). Certamente, nesses paises, problemas como doengas e
grandes infestagcdes por endo e ectoparasitas prejudicam a produgdo dos animais, além
de acarretar perdas de milhdes de reais todos os anos com a prevencao, tratamento e, em
alguns casos, até a propria morte do animal.

O Brasil possui um dos maiores rebanhos comerciais de bovinos do mundo,
cerca de 170 milhdes de cabecas, sendo aproximadamente 140 milhdes exploradas para
a producdo de carne e 30 milhdes para a producdo de leite (Martinez et al., 2004).
Segundo dados do IPEADATA (2004), a agropecuéria representou 9,1% do PIB total do
pais em 2003, empregando 19% do pessoal ocupado (trabalhadores com registro em
carteira), mostrando a importancia desta atividade no cenério socioecondémico do pais.

As infestacOes por ectoparasitas sdo responsaveis por perda produtiva da ordem
de 26 milhGes de arrobas de carne/ano e 4 bilhdes de litros de leite/ano, causando um
prejuizo da ordem de R$ 2,24 bilhdes (Martinez et al., 2004). Outro prejuizo causado
pelas infestacBes de carrapatos e bernes em bovinos, diz respeito aos danos causados ao
couro, sendo que somente 8% do couro produzido no Brasil sejam de primeira
qualidade, o que diminui seu valor. Na tentativa de se prevenir contra as perdas causadas
pelos ectoparasitas, estima-se que no Brasil sejam gastos em torno de R$ 800 milhdes
em parasiticidas por ano, segundo dados da EMBRAPA - Gado de Leite (Martinez et al,
2004).
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O melhoramento genético é uma alternativa eficiente e barata para a obtencao de
animais mais tolerantes a parasitas, além de ndo provocar danos ao ambiente.
Atualmente, uma das ferramentas utilizadas na exploracao das informagdes a respeito da
resisténcia genética a parasitas é a selecdo assistida por marcadores (MAS), pois em
situacdes em que se trabalha com caracteristicas de baixa herdabilidade, por exemplo,
este tipo de selecdo mostra-se bastante interessante. Uma vez que se trabalha com
caracteristicas que possuem herdabilidade de moderada a alta, esta técnica se mostra
como ferramenta interessante para este tipo de caracteristica. Esta técnica pode ser
utilizada para a selecdo de animais resistentes tanto em rebanhos puros (Maillard et al,
2003) quanto em programas de cruzamentos como vem sendo utilizada por muitas
empresas comerciais de melhoramento animal que estdo comecando a implementar a
MAS em seus programas de melhoramento (Georges, 2001). Assim, a identificacdo de
marcadores genéticos para a resisténcia a parasitas possibilita maior eficiéncia na
selecdo para esta caracteristica, além de auxiliar no esclarecimento dos mecanismos
genéticos envolvidos na mesma.

Porém, caracteristicas como resisténcia a doencas sdo, em geral, poligénicas,
podendo resultar em complexas interacGes alélicas e ndo alélicas e sdo influenciadas
também pelo ambiente (Regitano, 2004). Assim, essas caracteristicas podem ser
chamadas de multifatoriais, tornando seu estudo complexo e bastante dificil.

Os programas de melhoramento animal tém obtido bons resultados, porém estes
sO alcancaram resultados apos varios anos de trabalho e se mostram mais eficientes
quando realizados para caracteristicas de perfil qualitativo. Como grande parte das
caracteristicas de interesse econdmico possui um perfil quantitativo, a selecdo assistida
por marcadores torna-se uma opcao bastante atraente, pois pode levar a resultados com
bons ganhos genéticos mais rapidamente do que quando comparado as técnicas de
melhoramento tradicionais (Khatkar et al, 2004).

Com o avango da biologia molecular e o desenvolvimento das técnicas de
seqlienciamento do genoma, foi possivel estudar com mais precisdo os efeitos dos genes
envolvidos nas caracteristicas quantitativas nos organismos. A partir desse

desenvolvimento, varios estudos demonstraram a possibilidade de mapeamento de QTL
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(Quantitative Trait Loci), uma regido do genoma onde podem estar inseridos um ou
mais genes associados a caracteristicas quantitativas.

No Brasil um estudo deste tipo vem sendo desenvolvido com bovinos pela
EMBRAPA - em parceria com a Universidade de S&o Paulo e com a Universidade
Federal de Vigosa. Com uma populacdo formada a partir do cruzamento de fémeas da
raca Gir e machos da raca Holandesa por um delineamento experimental de F2, o
estudo pretende identificar QTL para caracteristicas de resisténcia a ecto e endoparasitas
e resisténcia térmica ao calor. Esta dissertacdo tem como objetivos a montagem de um
mapa de ligacdo e a investigacdo da presenca de QTL no cromossomo 23 para
caracteristicas de peso ao nascimento, peso a desmama e resisténcia a carrapatos em
bovinos de leite provenientes da populacdo desenvolvida pela EMBRAPA - Gado de
Leite.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O carrapato Boophilus microplus e seus efeitos sobre a agropecuaria

O carrapato Boophilus microplus foi descrito pela primeira vez por Canestrini em
1887 e até os dias de hoje vem sendo um dos parasitas que mais prejudicam a
bovinocultura no Brasil (Evans et al, 2000). Inicialmente este carrapato era tido como
uma praga com algumas restri¢des climaticas, porem segundo esse autor, 0 Boophilus
microplus pode ser considerado um *“carrapato pantropical”. Tal infiltracdo em
condi¢Bes climéticas aparentemente desfavoraveis, nos leva a conclusdo de que este
carrapato possui uma capacidade de adaptacdo excepcional (Hoogstral, 1973).

O ciclo biolégico do carrapato Boophilus microplus apresenta uma fase
parasitaria de aproximadamente 21 dias na qual passa pelos instares de larva, ninfa e
adulto, todos em um Unico hospedeiro.

A fase de vida livre inicia com a queda das fémeas ingurgitadas e culmina
quando as larvas eclodidas encontram um hospedeiro. Na fase de vida livre, a fémea
ingurgitada apresenta primeiro um periodo de pré-postura de 3 dias e morre apos a
postura. Em temperaturas ao redor de 28°C e alta umidade relativa (85%), a postura e a
eclosdo ocorrem em aproximadamente 18 dias. As larvas recém eclodidas migram para
as pontas da vegetacdo onde podem localizar o hospedeiro pelo odor ou vibragdes
(Olsen, 1974).

No hospedeiro, as larvas se fixam em regiGes corporais propicias para seu
desenvolvimento, tais como posterior da coxa, perineal e perivulvar. Apos sete dias de

sua fixacdo ocorre a muda para ninfas e estas desenvolvem para adultos, com marcado
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dimorfismo sexual, em aproximadamente oito dias. A fémea, ap6s o acasalamento,
comeca a alimentar-se do sangue do hospedeiro até o ingurgitamento total, que propicia
sua queda ao solo, enquanto que o macho permanece no bovino a procura de novas
fémeas (Olsen, 1974).

Algumas observaces interessantes a cerca do carrapato é o fato de ter se tornado
uma das pragas mais importantes, inclusive em bovinos mesticos (Bos indicus x Bos
taurus). Na regido de Séo Francisco de Paula, RS foi reportado pelos veterinarios locais
que, mesmo com bovinos mesticos, sao necessarios 4 tratamentos acaricidas por ano
para prevencéo de infestacdes massivas deste parasita (Evans et al, 2000).

No Brasil, o controle de carrapatos € feito principalmente pelo uso de substancias
acaricidas. Porém, o uso continuo desses acaricidas tem promovido o aparecimento de
carrapatos resistentes e, desta maneira, mesmo com o0 desenvolvimento de novas
substancias quimicas de acao acaricida, novas cepas de carrapatos resistentes aparecem,
se transformando num ciclo vicioso (Martinez et al, 2004a).

O uso de acaricidas ndo é um método economicamente vidvel de prevencdo e
controle de carrapatos (Pegram et al, 1991). Assim, o desenvolvimento de novas opgdes
de prevencdo deste ectoparasita se faz necessaria € a procura por bovinos que sejam
resistentes a este parasita € uma alternativa nessa busca por menores prejuizos.

Segundo Martinez et al (2004a), um bovino infestado com carrapatos e
parasitado por vermes, se ndo for tratado, pode sofrer perdas de 18 a 47 kg de peso/ano.
Segundo esse , um animal pode morrer devido & infestacdo se estiver parasitado por mais
de 200 carrapatos por um periodo de seis semanas. Em fémeas mesticas Holandés-Zebu,
Furlong et al. (1996) verificaram que a queda da producdo de leite por vaca foi de 23%
quando estas apresentavam uma média de 105 carrapatos/vaca.

Os problemas causados pela infestacdo de carrapatos variam de acordo com a
idade do animal, o nivel de infestagdo e se o parasita em questdo estid atuando como
vetor para outras enfermidades. Um bovino, que seja portador de uma alta carga
parasitaria, pode apresentar uma anemia leve a moderada e morte. Os carrapatos
acarretam um aumento na taxa de morbidade e mortalidade durante o periodo de seca,

onde as infestacdes tendem a ser maiores, além de retardar os resultados de terminagdo
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de animais que se destinardo a venda. Porém o que mais preocupa em relacdo ao
carrapato é sua atuacdo como vetor de outras enfermidades sanguineas como a
babesiose, anaplamose e a brucelose (Radostits et al, 2000).

Assim, tornam-se bastante compreensiveis e desejaveis que os esforgos para que
se encontre uma forma eficaz e economicamente viavel de controle de carrapatos na
bovinocultura brasileira. Desta forma, aumentaremos a produtividade de nosso rebanho
e diminuiremos os gastos com produtos quimicos que além de caros, deixam residuos

que cada vez mais sdo indesejaveis.

2.2 Resisténcia genética aos carrapatos: Bos indicus x Bos taurus

O mecanismo de resisténcia aos carrapatos pelos bovinos é um fendmeno
complexo e ndo totalmente elucidado. Segundo Riek (1962), existem 2 mecanismos de
resisténcia: o primeiro, ja presente no animal quando ocorre a primeira infestacdo, é
classificado como resisténcia inata e o segundo, conhecido como resisténcia adquirida,
comeca a ser evidenciado apds a exposicdo do animal a algumas infestacbes por
carrapatos.

A identificacdo de marcadores genéticos para a resisténcia a parasitas
possibilitaria uma maior eficiéncia na selecdo para esta caracteristica, além de auxiliar
no esclarecimento dos mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia.

Em geral, o Bos indicus € mais resistente as doencas parasitarias do que os Bos
taurus. De acordo com Thiesen (1979) e Lemos (1986), o gado indiano tem convivido
ha milhares de anos com o carrapato Boophilus microplus ocorrendo, provavelmente,
uma eliminacdo natural dos animais mais sensiveis, 0 que permitiu maiores
oportunidades reprodutivas para 0s animais geneticamente resistentes.

Utech et al. (1978) observaram em rebanhos Zebus, grande proporc¢ao de animais
com alta resisténcia ao carrapato, enquanto Villares (1941) j& verificara esta maior
resisténcia do Zebu ao comparar 0 numero de carrapatos encontrados em bovinos de

diversas ragas. Neste estudo foi observado que apenas 5% do total de carrapatos
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encontrados eram provenientes de animais Zebu, 7% de ragas nacionais ou crioulas e
88% de racas européias e que havia também diferenca na resisténcia entre as ragas
indianas, sendo a raca Nelore mais resistente que a Gir e a Guzera. Por outro lado, o
gado europeu é menos resistente ao carrapato, provavelmente devido ao pouco contato
com este parasita, mas existem racas com diferentes niveis de resisténcia. De acordo
com Riek (1956) e Utech et al. (1978), a raca Jersey é mais resistente do que outras
racas européias.

Lemos et al. (1985) estudaram resisténcia ao carrapato, sob infestagdo natural,
em novilhas de diversos grupos genéticos que variavam de ¥ Holandés x Zebu até
animais Holandés puro por cruza. Nesse estudo observou-se que a maior carga
parasitaria era diretamente proporcional ao aumento da propor¢do de genes do gado
Holandés, sendo significativo este efeito aditivo, comprovando a menor resisténcia da
raca européia.

As diferengas de resisténcia entre os Bos taurus e os cruzamentos B.taurus X
B.indicus foram demonstrados por Byford et al. (1976) que observaram nos animais
oriundos do cruzamento, em geral, uma resisténcia de moderada a alta. As estimativas
de herdabilidade obtidas por varios autores, variando de 20 a 49% (Hewetson, 1968;
Wharton et al., 1970; Utech, 1979; Teodoro et al., 1984 e Madalena et al., 1985),
sugerem que a selecdo para resisténcia a carrapatos pode ser promissora.

Segundo Mascioli (1995), a estimativa de herdabilidade, por ser um valor
particular para uma determinada caracteristica, em uma populagdo e tempo especificos,
deve ser mensurada periodicamente a partir de amostras representativas.

Pesquisadores brasileiros estdo firmemente empenhados em conhecer melhor a
fisiologia e 0 complexo mecanismo da resisténcia a carrapatos, procurando solucionar
esse grave problema dos trépicos e inserir essa caracteristica em seus programas de
selecdo e melhoramento genético animal (Teodoro, 2004). Martinez et al (2004b),
encontraram associacdo significativa entre o logaritimo da contagem de carrapatos e 0s
alelos 10 e 42 do gene BoLA-DRB3.2 em bovinos oriundos do cruzamento de animais
F1 Gir:Holandés.



2.3 Complexo maior de histocompatibilidade dos bovinos (BoLA)

Os genes do complexo maior de histocompatibilidade codificam glicoproteinas
de superficie celular que acoplam e apresentam peptideos antigénicos para as células T.
O estudo da expressao dos genes que compdem o MHC é um componente essencial aos
estudos de resposta imune e susceptibilidade a doencas (Ellis & Ballingall, 1999).
Segundo esses autores, estudos detalhados do MHC numa grande quantidade de espécies
tém revelado niveis surpreendentes de complexidade. Isso inclui mecanismos que
resultam num aumento dos polimorfismos em locos individuais, diversificacdo da
funcdo de diferentes locos e mdltiplas duplicacdes/delecbes de genes que resultam
composicOes variaveis dos haplotipos das classes | e Il. Stear e Wakelin (1998) ja
reportaram a importancia do MHC dos bovinos na resisténcia a parasitas. Segundo esses
autores, essa resposta seria especifica em relagdo aos parasitas ndo afetando outras
respostas imunes e estaria relacionada ao modo com que ocorre a apresentacdo dos
antigenos as células T, responsaveis pela iniciacdo da resposta imune.

O mecanismo exato de como isso acontece ainda permanece desconhecido,
porém as evidéncias disponiveis sugerem que esta ampla gama de genotipos e fendtipos
produzidos pelo MHC esta envolvida com a pressdo de selecdo para o desenvolvimento
e manutencédo de populaces melhor capacitadas a conviver com patégenos endémicos.

A possibilidade da manipulacdo das respostas imunes com o prop6sito de
melhorar a resisténcia a doencas infecciosas fez com que imunologistas e geneticistas se
interessassem no estudo do MHC nos bovinos (Fries & Ruvinsky, 1999).

O sistema BoLA (Bovine Lymphocite Antigen) estd localizado em dois
segmentos distintos do cromossomo 23 dos bovinos (BTA23). As regides do BoLA
classe Ila, classe Il e classe | estdo localizadas a 35 cM do centrémero, enquanto que a
regido da classe Ilb esté localizada entre 15-30 cM do centrdmero (Band et al., 1998).
As moléculas da classe | sdo expressas em todas as células nucleadas e sua principal

funcdo ¢é apresentar peptideos para os linfocitos T CD8", que sdo responsaveis pela
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morte das células infectadas por virus e células neoplasicas, também conhecido como
resposta imune celular. J& as moléculas da classe Il sdo responsaveis pela apresentacao
dos antigenos produzidos por parasitas do organismos que sdo levados até células
especializadas (linfocito T CD4") que uma vez estimuladas, ativam macréfagos e células
B para gerarem resposta inflamatoria e a producdo de anticorpos, respectivamente,

também conhecidas como resposta imune humoral (Fries & Ruvinsky, 1999).

2.4 Selecdo Assistida por Marcadores (MAS)

O melhoramento genético € uma alternativa eficiente e barata para a obtencéo de
animais mais tolerantes a parasitas, além de possuir carater permanente e ndo provocar
danos ao ambiente.

Atualmente a ferramenta preferida na exploracdo das informacdes a respeito de
caracteristicas de interesse econdmico é a selecdo assistida por marcadores (MAS) e
muitas empresas comerciais de melhoramento animal estdo comegando a implementar a
MAS em programas de melhoramento de rebanhos (Georges, 2001).

Para situacdes em que se exploram racas de média a alta resisténcia, a selecdo
dos individuos por meio de um indice de selecdo que combine caracteristicas produtivas
e resisténcia aos carrapatos pode levar a respostas altamente satisfatorias (Teodoro,
2004). Ainda segundo este autor, a introgressdo de genes de efeito maior nestas racas de
alta resisténcia aumentard a resposta a selecdo. O uso de marcadores de genes
anticarrapatos sera de grande importancia no aumento da precisdo na identificacdo dos
individuos resistentes e para diminuir possiveis gastos com individuos nao-desejaveis.
No futuro, a combinacao do uso de individuos altamente resistentes aos carrapatos e das

vacinas anticarrapatos certamente levara a eliminacao do uso dos acaricidas.

2.5 Mapeamento de QTL

O mapeamento de QTL, isto é, a detec¢do, localizacdo e estimativa do efeito de

regides do genoma associadas a uma caracteristica de heranga quantitativa, demanda
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nimero muito grande de animais com seu fenotipo de interesse determinado. Este
numero depende da magnitude do efeito que se deseja identificar, da herdabilidade da
caracteristica, do delineamento experimental escolhido, entre outros fatores. Este
requisito é particularmente limitante em bovinos, que possui custos de producdo e
manutencao bastante elevados (Regitano, 2004).

Devido as novas técnicas de reproducdo utilizadas atualmente nos rebanhos
comerciais de gado leiteiro ja é possivel conseguir grande nimero de progénies de um
mesmo touro, tornando esses rebanhos muito Uteis para 0 mapeamento de QTL.

Segundo Georges & Andersson (2003), o gado leiteiro possui vantagem no
mapeamento de QTL, devido ao fato de que nas fazendas ha intensa anotacdo de dados
referentes a avaliacdes fenotipicas tais como medidas de qualidade de leite, satde do
animal, avaliacbes morfométricas e da anotagdo de informagdes do pedigree e de
manejo, principalmente nos paises de maior desenvolvimento. Ainda, segundo esses
mesmos autores, 0 mapeamento de QTL em animais € beneficiado pelo reduzido
tamanho efetivo das populagdes, que leva a reducdo na complexidade das caracteristicas
em termos de heterogeneidade de alelos, aliada a maior extensdo dos blocos de
desequilibrio de ligacdo, em comparacdo com outras espécies.

Segundo Rocha et al (2002), a detec¢do de QTL requer trés estagios essenciais:
(1) coleta acurada de dados fenotipicos dentro da populacdo desenvolvida; (2) coleta
acurada dos dados de gendtipo (através de marcadores moleculares) da populagéo; e (3)
anélise estatistica correlacionando os dados de fenétipos com os dados de genotipos,
refletindo a organizacdo da populacdo e sua estrutura.

Para a identificacdo de QTL podem ser utilizados diversos delineamentos
experimentais. Por se tratar de animais, sdo utilizados delineamentos de cruzamentos
entre animais ndo aparentados, uma vez que a endogamia pode trazer como
consequiéncia o aparecimento de genes deletérios em homozigose, sendo que alguns
deles podem ser letais. Entre os delineamentos utilizados em animais podemos citar 0s
delineamentos de meios irmaos, delineamento de netas e F,.

No delineamento de meio-irmaos, também conhecido como delineamento de

filhas, ha necessidade de genotipagem, além do touro, de todas as suas filhas, bem como
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mensurar seus registros fenotipicos, o que pode tornar o experimento caro. Duas
situacdes sdo mais comuns neste tipo de delineamento, a primeira onde sdo analisados 0s
registros de meias-irmas, filnas de um Unico touro, e a segunda, onde o conjunto de
dados disponivel refere-se as familias de meias-irmas, filhas de vérios touros (Silva,
2002).

No delineamento experimental de netas, touros heterozigotos (chamados de avés)
tém os filhos genotipados para o marcador e suas netas avaliadas para as caracteristicas
fenotipicas. Nesse delineamento infere-se que as vacas sdo acasaladas ao acaso com 0s
touros heterozigotos e com seus filhos. Assim, apenas a metade das netas receberd o
alelo paterno, e a esperanca do contraste entre 0s grupos de progénies (netas) é apenas a
metade do que é no delineamento de filhas. Porém, o nimero maior de registros de
desempenho avaliado pode compensar a reducéo do valor do contraste, diminuindo seus
respectivos erros-padrdo. Outra vantagem é a utilizacdo de um menor nimero de animais
genotipados, o que diminui do custo, além de facilitar a colheita de amostras de sangue
ou sémen dos filhos do touro, que geralmente estardo concentrados em centrais de
inseminacgéo artificial, enquanto suas filhas estardo espalhadas por diversas fazendas
(Weller et al, 1990).

Em rebanhos de gado de leite, onde grande nimero de familias de meios-irmaos
sdo rotineiramente produzidas por inseminacgdo artificial e as filhas individuais sdo
separadas e distribuidas para diversas fazendas e ambientes, podem ser geradas
informac0es suficientes para permitir uma selecéo efetiva da resisténcia a doencas pelo
fendtipo. Porém, 0 acesso a essas informacgdes é muito dificil, uma vez que a coleta de
dados de resisténcia a parasitas e doencas, ndo é facil. Assim, para mapear locos de
resisténcia, cada individuo da populacéo experimental é avaliado para a caracteristica de
resisténcia genética (a doencas e/ou parasitas) e também é genotipado com marcadores
que cobrem todo o cromossomo de escolha.

O desenho experimental de F, promove o desequilibrio de ligacdo necessério
para a identificacdo de QTL quando sdo cruzadas duas subespécies, como, por exemplo,
Bos taurus e Bos indicus. Este delineamento é o que oferece melhor poder de deteccdo

em relacdo ao nimero de animais disponiveis, quando este nUmero ndo é tdo expressivo.
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Por este delineamento também é possivel a separacdo dos efeitos aditivos e de
dominancia dos QTL encontrados.

Os QTL s6 serdo detectados quando as duas populagdes diferirem na freqiiéncia
dos alelos dos QTL. O delineamento experimental de F, € mais usado quando o objetivo
é cruzar duas populagdes divergentes e identificar os individuos superiores resultantes,
ou quando o objetivo é introduzir um gene de interesse, presente em uma das
populagdes. A possibilidade de identificar QTL nas populagdes em equilibrio de ligagdo
entre o marcador e 0 QTL, foi discutida por Soller (1990).

Segundo Silva (2002), o principio da identificacdo de QTL ligados a marcadores
é conceitualmente simples: animais sdo genotipados para o loco do marcador escolhido e
tém seu fenotipo medido para a caracteristica que se deseja estudar. Existindo diferenca
entre as classes de genotipos dos marcadores, € possivel supor a existéncia de QTL
ligados. Ainda, segundo esse autor, os locos de marcadores podem ser considerados
isolada ou simultaneamente, e 0 nimero de QTL detectados por ligagdo com 0s
marcadores serd sempre uma subestimativa do nimero de locos. Isso porque dois QTL
intimamente ligados podem aparecer como um Unico QTL, se eles estiverem em
associacdo, isto é, os alelos relacionados ao aumento do valor para a caracteristica
deveriam estar em homozigose em uma das linhagens parentais, enquanto os alelos
relacionados a diminuicdo do valor da caracteristica deveriam estar fixados na outra. Por
outro lado, podem ndo ser detectados se estiverem em repulsdo, ou seja, se cada
linhagem tiver aumento em relacdo a um determinado alelo e diminui¢do em relagéo a
outro.

Trés aspectos basicos devem ser considerados no planejamento de um programa
para mapear e identificar os locos que contribuem para a resisténcia a parasitas: 1) a
populacdo e a escolha de marcadores em desequilibrio de ligagdo com 0s genes da
caracteristica estudada; 2) o modelo de andlise dos dados que permita 0 méximo de
resolucdo para identificar a associacdo entre a medida da caracteristica e 3) 0 genétipo
do marcador (Rocha et al, 2002). Esses aspectos devem ser estudados, procurando-se na
literatura o que ja foi realizado e assim planejar de maneira mais eficiente um programa

de mapeamento que melhor se ajuste ao que se deseja estudar.
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O mapeamento para deteccdo de QTL utiliza marcadores genéticos que cobrem
todo o cromossomo de interesse para identificar genes que afetam caracteristicas
quantitativas. Para tal € necessario estabelecer, ou escolher, uma populacdo em que as
caracteristicas de interesse estejam segregando, utilizando um delineamento apropriado
para esse fim. Com a utilizacdo de métodos estatisticos apropriados é possivel identificar
0 QTL, bem como estimar sua posicédo e efeito por meio da associacdo entre marcadores
e as caracteristicas de interesse econémico. A vantagem desse procedimento é que ndo
exige conhecimento prévio dos genes envolvidos na expressdo do fenotipo de interesse.
Além disso, hd grande probabilidade de sucesso, desde que o delineamento
experimental, o nUmero de animais e a distribuicdo dos marcadores sejam adequados.
Esse procedimento pode revelar QTL que ndo seriam identificados por genes candidatos,
como € o caso do efeito quantitativo devido a pleiotropia (Rocha et al, 2002).

A utilizacdo de marcadores moleculares para genes de resisténcia ou
susceptibilidade as doencas infecciosas foi revisada por Soller e Anderson (1998). Esses
autores concluiram que genes que determinam resisténcia a doengas (como por exemplo,
parasitoses) podem ser acompanhados por meio da identificacdo genética, ou por
marcadores ligados a eles.

Apesar das dificuldades observadas no mapeamento de QTL em ruminantes,
varias caracteristicas ja tiveram parte de sua variacdo atribuida a regides do genoma dos
bovinos. No cromossomo 23 dos bovinos, diversos estudos j& foram e estdo sendo
realizados na tentativa de mapeamento de QTL. Zhang et al (1998) mapearam um QTL
no cromossomo 23 para a caracteristica de taxa de gordura no leite numa populagdo
desenvolvida para este fim sob um delineamento experimental de netas. Em uma
populacdo de bovinos da raca Finnish Ayrshire, utilizando o delineamento experimental
de F,, Elo et al (1999) mapearam QTL para porcentagem de proteina no leite, peso vivo,
mortalidade de bezerros ao nascimento, velocidade de lactacdo e freqiiéncia de
tratamentos veterinarios todos com significancia de menos de 5%. Plante et al (2001)
estudaram os diversos cromossomos de bovinos da raca Holandesa de uma populagéo

desenvolvida por eles e ndo houve sugestdo da presenca dos QTL encontrados pelos
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autores anteriormente citados no cromossomo 23; todavia, houve coeréncia nos
resultados obtidos com outros cinco cromossomos também estudados por esses autores.
Kim et al (2003) estudou o mapeamento de QTL em cromossomos de bovinos
mesticos obtidos por meio do cruzamento de animais da raga Angus (Bos taurus) e da
raca Brahman (Bos indicus) em um delineamento experimental de F,; um QTL de efeito
pleitropico sobre o peso ao abate e o0 peso da carcaca quente foi localizado no
cromossomo 23. Li et al (2004) estudaram uma linhagem comercial de bovinos de corte
de uma empresa canadense, na tentativa de mapear QTL associados a caracteristica de
capa de gordura, sendo encontrado um QTL positivo e significativo no cromossomo 23
na regido compreendida entre 45,1 a 50,9 cM deste cromossomo. Estudando QTL para
caracteristicas que afetam a producdo de leite, saude e caracteristicas reprodutivas em
bovinos da ragca Holandesa, Ashwell et al (2004) encontraram um QTL significativo para
contagem de células somaéticas, caracteristica que além de se relacionar com a qualidade
do leite, pode ser relacionada com a satde do animal, a 50 cM do cromossomo 23.
Khatar et al (2004), revisaram 55 trabalhos publicados sobre identificacdo de
QTL em diferentes populacBes para caracteristicas de interesse econdmico (como
producdo de leite, taxa de gordura, etc.) e a partir de um estudo de meta analise de todos
os trabalhos, definiram algumas regiGes consenso para diversos cromossomos, porém

nada foi encontrado para estas caracteristicas no cromossomo 23.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagao experimental

Os animais do experimento foram obtidos a partir do cruzamento de bovinos da
raca Holandesa e Gir, seguindo o delineamento experimental de F2. Essa populacdo foi
desenvolvida no Campo Experimental Santa Monica, pela Embrapa Gado de Leite,
localizado em Valenga, RJ.

Para isto foram utilizadas 28 fémeas Gir (submetidas a superovulacdo)
inseminadas com sémen de quatro touros da raga Holandesa e os embrides transferidos
para fémeas receptoras. Como receptoras foram utilizadas cerca de 300 fémeas
Holandés x Gir, com “grau de sangue” variando de 2 a 7, entre novilhas e vacas
adultas em lactagdo. Estes acasalamentos foram repetidos com a finalidade de se obter
cerca de 150 F,. Destes 150 individuos F; (machos e fémeas), apenas 4 machos foram
escolhidos baseados na sua fertilidade, para serem pais da nova geragdao de F,. Sessenta
e oito fémeas F; foram acasaladas com cada um dos quatro touros, para construirem 4
familias (baseadas nos machos), evitando-se o parentesco entre o reprodutor e as fémeas
a ele designadas. Cada uma das familias produziu, por meio da superovulagdo e
transferéncia de embrides, cerca de 100 animais F,. No total foram obtidos cerca de 400
individuos F; (200 machos e 200 fémeas), ou seja, cerca de 100 animais por reprodutor.

Os animais foram manejados, em suas diferentes faixas etdrias e condicao
fisiologica, como descrito a seguir.

As vacas em lactacdo eram ordenhadas duas vezes por dia, sendo fornecido
concentrado uma vez durante a primeira ordenha, de acordo com a produgdo de leite: as

vacas que produziam até 8 kg de leite, ndo recebiam concentrado; de 8 a 14 kg, recebiam
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2 kg de concentrado/dia; de 14 a 18 kg, recebiam 4 kg de concentrado por dia; acima de
18 kg, de leite eram fornecidos 6 kg de concentrado. O volumoso na época das aguas era
oferecido sob sistema de pastejo, € na época da seca, pastejo mais cana e uréia. A
secagem das vacas era realizada 60 dias antes do parto ou quando a produgao era inferior
a 3 kg de leite/dia e, apds a secagem, os animais recebiam o mesmo manejo das
novilhas. A inovulagdo era realizada no primeiro cio 60 dias ap6s o parto.

As novilhas permaneciam em regime exclusivo de pasto e eram inovuladas com
peso acima de 300 kg.

Cerca de 30 dias antes do parto, as novilhas e as vacas recebiam 2 kg de
concentrado/dia e manejo semelhante ao das vacas em lactagdo, sendo encaminhadas, na
véspera do parto, para o piquete maternidade onde eram observadas dia e noite.

Os bezerros, logo apos o nascimento, eram acompanhados e induzidos a mamar o
colostro, ou entdo, este era fornecido em balde durante as primeiras seis horas de vida. O
bezerro permanecia junto @ mae durante as primeiras 24 horas de vida para ter acesso
livre ao colostro, periodo no qual sdo pesados. Em seguida, eram levados para abrigos
individuais onde recebiam:

- 1 a 3 dias: colostro 2 vezes ao dia, de preferéncia da mae;

- 4 a 14 dias: 2 litros de leite pela manha e 2 litros de leite a tarde mais
concentrado com 18% de proteina, a vontade;

- 14 a 56 dias: 4 litros de leite a tarde, mais concentrado com 18% de
proteina, a vontade;

- 56 a 70 dias: ainda nos abrigos individuais, os animais recebiam apenas o
concentrado com 18% de proteina;

- 71 a 180 dias: eram fornecidos 2 kg de concentrado/dia com 16% de

proteina mais pastagem. Nessa fase, os animais eram levados para piquetes em grupos

de, aproximadamente, 10 animais.

- 181 a 300 dias: fornecimento de 1 kg de concentrado/dia com 16% de
proteina, pastagem e suplementagdo de volumoso, com cana mais uréia, na época da

seca. Nesta categoria eram formados grupos com cerca de 50 animais cada.
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Durante todo periodo de criagdo, os animais ndao eram controlados contra os ecto e
endoparasitas.

Para o presente estudo, foram genotipados 272 animais F,, pois até o momento da
analise dos dados eram estes os animais com DNA disponivel. Por esta razdo também
ndo foram utilizadas as informagdes quanto aos gendtipos de todos os parentais, uma

vez que nao havia informagdes fenotipicas completas para todas as familias.

3.2 Coleta de sangue e extracao de DNA

Amostras de sangue de todos os animais (maes gir, maes Fi, pais F; e individuos
F,) foram coletadas para a extracdo de DNA. No caso dos pais holandeses (4 touros) o
DNA foi extraido do s€men, tendo-se em vista que o s€émen foi importado e nao havia
disponibilidade do sangue destes animais.

O DNA das amostras de sangue foi extraido no Laboratorio de Biotecnologia
Animal da EMBRAPA — Gado de Leite, conforme protocolo de Hallerman et al. (1988).
Amostras de aproximadamente 30 ml (com 0,5% EDTA) foram centrifugadas e o
plasma retirado. As células vermelhas do sangue foram gradualmente desintegradas em
tampao apropriado (10 mM Tris-HCI pH 7,6, 5 mM MgCI2, 10 mM NacCl), e o residuo
celular peletizado por centrifugag¢do (2.500 rpm, 10 mim). A desintegracao foi repetida
trés vezes ou até que um precipitado branco foi obtido. As células brancas do sangue
foram recolocadas em suspensdo e incubadas num tampao de digestao (10 mM Tris-HCl
pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCl, 0,02% SDS, com 3 mg proteinase K por
amostra) a 42°C até o dia seguinte. As amostras foram extraidas duas vezes em fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25: 24: 1), duas vezes em cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), e entdo precipitadas em etanol gelado. O DNA foi solubilizado em tampao TE
(10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0) e congelado até a hora do uso. Um
protocolo semelhante, apenas omitindo o passo de desintegracdo das células vermelhas
e outras pequenas alteracdes, foi utilizado para a extracdo de DNA do s€men (Zadworny

e Kuhnlein, 1990).
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Todos as amostras de DNA foram quantificadas e sua qualidade medida em um
espectrofotometro (HITACHI,modelo U-2000). Foram realizadas medidas em dois
comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm. Com a primeira medida ¢ calculada a
concentracdo do DNA e com a razdo obtida entre os dois comprimentos de onda
medidos ¢ calculada a propor¢ao da concentragdo de proteinas na amostra em relagdo a
concentracao do DNA que deve ser de no maximo 1,80.

Alguns animais possuiam DNA com baixa qualidade e estas amostras foram
entdo separadas para que sua amplificacdo fosse realizada separadamente, pois nesses
casos era preciso aumentar sua concentra¢do final para que obtivéssemos resultados
satisfatorios.

Todas as amostras foram entdo padronizadas quanto a sua diluigdo para que
estivessem numa concentracao de estocagem de 100 ng/ul e uma concentragdo de uso
de 20 ng/pl.

Apds a diluicdo das amostras e definicdo das familias de cada animal, foram
montadas 5 placas de 96 pogcos que consistiam em familias completas com
representantes parentais, F1 ¢ F2, facilitando desta maneira a identificagdo dos animais
nas etapas seguintes. Para as placas foram usadas aliquotas de 20 ng/ul de DNA para
adequar as amostras as reacdes de PCR.

Essas placas foram entdo identificadas, seladas com adesivo plastico e

armazenadas em freezer a uma temperatura de — 20°C.

3.3 Coleta dos dados fenotipicos

A avaliagdo das caracteristicas fenotipicas da populagdo foi realizada no Campo
Experimental Santa Monica, da Embrapa Gado de Leite, localizado em Valenga, RJ.
Quanto a resisténcia a ectoparasitas, foi avaliada a resisténcia ao carrapato
Boophilus microplus. Utilizou-se a avaliagdo absoluta para determinagdo do nivel de
resisténcia dos animais F,, que foi realizada através da contagem das fémeas de
carrapatos que completaram seu ciclo apds a infestacdo artificial com numero conhecido

de larvas. Dada a importancia da precisdo na avaliacdo dessa resisténcia, foram feitas
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infestagdes artificiais por animal com 10.000 larvas cada, e as contagens sendo
realizadas no dia modal de queda dos carrapatos, que, de acordo com a literatura, ocorre
no 21° dia apds a infestagdo (Seifert, 1984).

As larvas foram preparadas em laboratéorio na Embrapa Gado de Leite,
incubando-se meio grama de ovos por frasco (equivalente a 5.000 larvas). Dois frascos
contendo as larvas infectantes foram inseridos em colar adaptado colocado na regido

cervical do animal, de modo que as larvas pudessem atingir ambos os lados do corpo.

Os animais foram avaliados em grupos contemporaneos, na idade de 10 a 14
meses, em torno de 20 a 30 animais por grupo e mantidos a pasto, desde a infestacao até
a contagem, totalizando 21 dias. As infestacdes foram feitas durante duas épocas do ano,
aguas e seca, possibilitando que alguns grupos fossem mensurados mais de uma vez.

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

Para realiza¢do dos ajustes foi utilizado o procedimento de linearizagdo das
variaveis utilizando o logaritimo da contagem de carrapatos. A transformagao de rank
também foi testada para ajuste da caracteristica de contagem de carrapatos e utilizada
para o mapeamento de QTL.

Os animais foram pesados ao nascimento e aos 60 dias de vida, logo ap6s a desmama.

Estes dados fenotipicos também foram utilizados nas analises de mapeamento de QTL.

3.4 Escolha dos marcadores microssatélites

Os marcadores foram escolhidos tendo como base os mapas disponiveis,
principalmente o mapa genético produzido pelo Painel de Referéncia Internacional de
Bovinos (Barendse et al., 1997). A escolha dos marcadores foi baseada na sua posigao
no mapa (distancia entre marcadores em torno 20 cM), multialelismo e minimo de 50%
de heterozigosidade, tendo como referéncia o que foi previamente publicado na

literatura.
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Para a definicdo dos marcadores, foram utilizadas informacdes obtidas no website
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (www.marc.usda.gov, setembro de
2002).

Numa primeira etapa foram avaliados os genotipos dos progenitores e dos
individuos F1, com varios marcadores, visando selecionar quais eram heterozigotos nos
F; e qual a origem paterna de cada alelo nos heterozigotos. Foram selecionados, ao
todo, 5 marcadores microssatélites para o cromossomo estudado. Estes marcadores
selecionados foram utilizados para a genotipagem dos animais da populacao F2
disponiveis.

Foram avaliadas algumas informagdes a respeito dos marcadores como, por
exemplo, o numero de alelos, a heterozigosidade e seu conteudo de informagao de
polimorfismo (PIC) utilizando-se o programa CERVUS versdao 2.0 (Marshall et al,
1998) (http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/cervus/cervus.html).

3.5 Preparo das reagdes de PCR

Cada marcador teve sua reagdo otimizada para que sua amplificagdo fosse
satisfatdria para posterior analise dos genotipos.

A otimizacdo de cada marcador ocorreu com a variacdo da temperatura de
anelamento, com o auxilio do termociclador (Peltier Thermal Cycler — DNA Engine
DYAD") com gradiente de temperatura, e do tampio de PCR onde eram ajustados o pH
e a concentragdao de magnésio 6timos para cada marcador. Apos varias tentativas optou-
se por fixar o tampao e apenas variar a temperatura de anelamento dos marcadores.
Desta maneira, o tampao da reacdo de PCR era produzido para que sua concentragdo
final fosse de 300 mM de Tris-HCI, 75 mM de sulfato de aménio e 2,0 mM de cloreto
de magnésio e pH 8,5.

A verificacdo da eficiéncia da reagdo foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose a 2%. Essa avaliacdo consistiu em analisar a intensidade e o tamanho da
banda produzida. Essas informac¢des foram utilizadas para analise em seqlienciador

automatico



21

3.6 Anaélise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram analisados através de leitura no seqiienciador
MegaBACE-1000 (Amersham Biosciences). Para isso eram utilizados até 3 placas
diferentes de produtos amplificados por placa do MegaBACE, ou seja, eram misturados
3 produtos diferentes numa mesma placa. Desta maneira, colocava-se de 2 a 8 ul do
produto amplificado de cada placa de acordo com a intensidade da banda no gel de
agarose e prosseguia-se a dilui¢do 8x das amostras totais dos produtos amplificados
misturados. Apos a diluigdo, 2 pl da mesma eram acrescidos a 8 pul de uma solugdo de
25% de Ladder (ET-ROX 400 Size Standard) e 75% de Tween 20 diluido 1x, por pogo.
As placas prontas eram entdo lacradas por meio de um adesivo plastico, embrulhadas
em papel aluminio e armazenas em freezer a -20°C até o momento da aplicagdo no
seqiienciador. Antes da aplicacdo, era realizada uma desnaturagao por 1 minuto a 95°C.

Essas placas eram entdo aplicadas no seqiienciador automatico MegaBACE, um
seqiienciador que trabalha por eletroforese capilar numa matriz chamada “LPA” que
consiste num polimero que ¢ injetado sob pressdo de nitrogénio. Apos isso, segue-se a
injecdo das amostras que ¢ feita pela migracdo das moléculas de produto de PCR
contidas na placa através da matriz. Essas moléculas passam entdo por um laser, onde
sao identificadas em relag@o a sua marcacao e tamanho do fragmento. Essa identificagdo
¢ possivel devido ao uso do padrao de peso molecular utilizado (“MegaBACE ET 400-
R Size Standard”) que possui os tamanhos em pares de base a seguir: 60, 90, 100, 120,
150, 160, 170, 190, 200, 220, 250, 270, 290, 300, 310, 330, 350, 360, 380, 400. J4 a
identificagdo da coloragdo dada pela marcagdo de cada iniciador com fluorescéncia ¢
feita através de um jogo de filtros do seqiienciador que reconhecem determinadas cores
“FAM” (azul) e “HEX” (amarelo).

O tempo méximo de duragdo da eletroforese capilar no MegaBACE foi de 100
minutos, utilizando condi¢des de injegdo das amostras na pré-corrida de 3 kV por 80
segundos e a eletroforese realizada a 9 kV.

A andlise dos genoétipos foi realizada através do programa Genetic Profiler que

acompanha o seqiienciador. Este programa calcula o tamanho dos fragmentos de acordo
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com o padrio usado e as informagdes de cada marcador que sdo inseridas no programa
no ato de preparo da corrida. Com estas informacdes o programa calcula os picos de
cada marcador fornecendo, desta maneira, o genotipo de cada animal, que ¢ dado pelo

tamanho do fragmento encontrado.

3.7 Montagem do mapa de ligacao

Os genotipos de todas as progénies (294 individuos F2) das quatro familias de
touros foram analisados utilizando-se o programa CRIMAP (Green et al, 1990) para
produzir o mapa de ligagdo dos marcadores. Este programa utiliza genotipos de uma
populagdo para os marcadores utilizados, ordenando e determinando as distancias entre
os marcadores utilizando as taxas de recombinacdo, através da fungcdo de mapeamento
de Kosambi, se estes marcadores estiverem em um mesmo grupo de ligagcdo. Desta
forma, este mapa foi construido utilizando a andlise com marcadores multiplos por meio
da méaxima verossimilhanga (MML) com um intervalo suporte de LOD score maior do
que 2,5.

Desta maneira, ap6s a obtengdo da ordem dos marcadores para as familias
estudadas (fun¢do BUILD do programa), eram obtidas as recombinag¢des possiveis para
cada individuo dentro de cada familia (funcido CHROMPIC), assim cada individuo pode
ser avaliado quanto as recombinagdes ocorridas e se as mesma vieram de origem
materna ou de origem paterna.

Para a confirmagao da qualidade do mapa, foram realizados os procedimentos de
“flip” que consiste em trocar as posi¢cdes dos marcadores 2 a 2 e verificar se ha alteragdo
na sua qualidade. Isso ¢ feito através da comparagdo dos resultados de verossimilhanga

fornecidos pelo programa. Quanto maior este valor, melhor a qualidade do mapa obtido.

3.8 Mapeamento de QTL — QTL Express

Esta etapa trabalha com 3 arquivos distintos para a deteccao de possiveis QTL:

um arquivo de gendtipos, um arquivo de fenodtipos e outro com as informagdes acerca
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do mapa do cromossomo em estudo. Esses arquivos foram entdo submetidos ao
programa QTL Express (Seaton et al., 2002) (http://qtl.cap.ed.ac.uk) para a obtencdo
dos resultados quanto a identificagdo dos QTL associados ao cromossomo 23.

O QTL Express analisa diversos delineamentos experimentais, mas para este
trabalho foi utilizada a opcdo de analise de F2, com a procura de um QTL por
cromossomo que segue um procedimento de duas fases para o mapeamento de QTL.
Primeiramente pela determinagdo das probabilidades da Identidade-Por-Descendencia
(IBD) na localizagdo cromossomal especifica de dados de marcadores multiplos e
posteriormente adequando o modelo estatistico das observacdes e os coeficientes de
IBD (Seaton et al, 2002).

Modelos lineares sao adequados aos dados fenotipicos pelo uso de um modelo
linear geral, isto €, permitindo que efeitos fixos adicionais e covariaveis expliquem a
variacao da caracteristica. Nas populacdes F2, o QTL ¢ mapeado pela explicagdao da
variagdo genética entre as linhagens fundadoras, isso implica na pressuposi¢do de que s
linhagens parentais possuem alelos alternativos fixados para o QTL em estudo.

O programa realiza testes de permutag@o para definir valores de significancia (de
1 e 5%) e procedimentos de permutagdo com reamostragem (bootstrap) para a defini¢ao

do intervalo de confianga para a localizagao de cada QTL.



4 RESULTADOS

4.1 Coleta dos dados fenotipicos

A coleta dos dados fenotipicos foi realizada para a caracteristica infestagdo de
carrapatos medindo-se os animais em duas estacdes: seca ¢ aguas (Tabela 1). Houve
certa diferenca entre as medidas, porém ndo foi possivel calcular sua significancia, pois
até a finalizacdo deste estudo apenas 167 animais haviam sido observados para esta
caracteristica, sendo que somente 102 animais haviam sido observados nas duas
estagdes. Assim, com um nimero pequeno de dados, nao foi possivel realizar um estudo
detalhado desta caracteristica, pois havia menos da metade das observagdes previstas
para este estudo. Para uma melhor analise dos dados, optou-se pela corre¢do para época
do ano e posterior linearizagdo dos dados por logaritimo da contagem.

Como dados adicionais foram mensurados os pesos ao nascimento e aos 60 dias
(Tabela 1). Para essas caracteristicas todos os animais genotipados possuem seus
fenotipos mensurados. Essa andlise pode ser feita completamente devido a
disponibilidade de todos os dados necessarios. Para a caracteristica peso aos 60 dias,
apenas 4 animais nao tiveram seu peso coletado, pois morreram antes de completarem

60 dias.
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Tabela 1. Média e desvio padrao da contagem de carrapatos, logaritmo da contagem de

carrapatos, peso ao nascimento e peso aos 60 dias

Caracteristica N Média Desvio padréo
Contagem de
167 35,889 43,554
carrapatos
Log da contagem
167 3,012 1,176
de carrapatos
Peso ao
nascimento (em 294 29,811 6,133
Kg)
Peso aos 60 dias
290 55,273 8,607
(em Kg)

4.2 Escolha dos marcadores microssatélites

Os marcadores foram escolhidos tendo como base as informagdes contidas no
sitt do USDA (www.marc.usda.gov, novembro de 2004), desta forma foram
selecionados os seguintes marcadores: BM 1258, BM 1818, BM 1905, BB 705 ¢ CSSM
24. Através do programa Cervus 2.0 (Marshall et al, 1998) foram -calculadas
informagdes a respeito de cada marcador utilizado tendo como base os genétipos dos

animais parentais e F; (Tabela 2).

Tabela 2. Informagdes sobre os marcadores escolhidos

Nome do marcador ~ Heterozigozidade PIC N° de alelos
BM 1258 77,5 % 0,778 6
BM 1818 67,9 % 0,712 7
BM 1905 86,9 % 0,823 9
BB 705 41,6 % 0,403 4

CSSM 024 61,4 % 0,634 12
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Cada um dos marcadores obedecia as pressuposicdes impostas quanto a sua
posicdo, heterozigozidade e nimero de alelos. Somente o marcador BB705, nao
obedeceu a essas pressuposi¢oes, porém foi escolhido devido sua proximidade ao
BoLA-DRBI, que ¢ um dos genes responsavel pela formacdo do complexo maior de
histocompatibilidade, que atua diretamente sobre a resposta imunoldgica do animal.
Como o estudo previa a localizagdo de QTL ligados a caracteristicas de resisténcia, esse
marcador tornou-se interessante, uma vez que, segundo o mapa publicado pelo INRA,
este marcador se encontra a 2 ¢cM do BoLA e, portanto, deve segregar juntamente com o

mesmo.
4.3 Preparo das reagdes de PCR

Para a otimizacdo da reacdo foram sugeridas vdrias técnicas: variagdo de pH,
variagdo da concentracdo de cloreto de magnésio, variagdo da concentracdo de Taq
polimerase e variagdo de temperatura de anelamento. Apds varias tentativas optou-se
por fixar o tampao (ver Materiais e Métodos) e submeter os marcadores a um gradiente
de temperatura de anelamento, variando de 50 a 62°C. Apos o término da reagdo, as
amostras eram avaliadas em um gel de eletroforese para determinagdo da temperatura de

anelamento 6tima para cada marcador (ver Figura 1).

oX 1
HaeTII 50 50,350,9 52 53,4552 57,258,960,261,161,8 62
M. a:3. 2.1 ¢ id

Figura 1- Foto de gel de agarose mostrando teste de gradiente de temperatura
(em °C) para o marcador BM 1905 (a seta indica a temperatura 6tima). ®X
Hae III (marcador de peso molecular)



27

Desta forma, foram definidas as temperaturas de anelamento para cada marcador

(Tabela 3).

Tabela 3. Temperatura de anelamento para cada marcador.

Marcador Temperatura de anelamento (°C)
BM 1258 61,8
BM 1818 53,4
BM 1905 61,8
BB 705 61,1
CSSM 024 57,2

4.4 Analise dos produtos amplificados

Apds a escolha dos marcadores utilizados e sua amplificagdo (Figura 2), as
amostras foram aplicadas no seqiienciador automatico MegaBACE-1000. Para isso,
algumas informagoes a respeito dos marcadores, como tamanho méaximo e minimo dos
alelos, foram introduzidas na programacao do seqiienciador para que este fornecesse, ao

final do processo, o genotipo de cada individuo para cada marcador corretamente.

Figura 2- Gel de agarose mostrando a amplificagdo do marcador CSSM24

Ap6s o término da corrida, era apresentado um eletroferograma para cada
individuo, onde podiam ser visualizados os picos, que representam o genotipo, o

tamanho de cada alelo e sua coloragao.
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Cada um dos marcadores possuia um determinado padrdo de amplificagdo assim,
além de observamos sua presencga, era necessario observamos também se seu padrao era
mantido para que nao houvesse confusao com uma possivel banda inespecifica.

Ao final de todas as corridas, foram obtidos os seguintes resultados de

genotipagem para cada marcador e cada grupo de individuos (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados gerais da genotipagem

Marcador BM 1258 BM 1818 BM 1905 BB705 CSSM 024

N°. de Parentais

) 24 24 26 24 25

Genotipados

N°. de F1 Genotipados 61 55 62 60 61

N°. de F2 Genotipados 266 199 272 272 270
Numero de alelos

6 7 9 4 12

encontrados

Ap6s a andlise dos eletroferogramas pelo programa Genetic Profiler, era criada
uma tabela no Excel® com os animais, o tamanho de seus alelos ¢ a qualidade da

genotipagem.

4.5 Montagem do mapa de ligagao

Apo6s a entrada inicial dos dados, o programa nos dd uma relagdo com os
genotipos que nao conferem com a familia, desta forma foi detectado um erro de
paternidade de 2 animais que foram excluidos das analises posteriores. Outra informagao
que o programa fornece ¢ o nimero de meioses informativas para cada marcador, tanto
para a fase conhecida (que ¢ a fase onde o programa consegue identificar a origem dos
marcadores) quanto pra a fase desconhecida (onde o programa infere sobre a origem dos

marcadores inseridos) (Tabela 5).
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Tabela 5. Quantidade de meioses fornecidas por cada marcador

Numero de meioses informativas Numero de meioses informativas
Marcador
(fase desconhecida) (fase conhecida)

BM 1258 494 416
BM 1818 542 496
BM 1905 333 287
BB705 418 253
CSSM 024 550 426

Assim que os problemas de incoeréncia de genétipos foram solucionados, a
opcao BUILD do programa foi selecionada para que pudesse entdo ser construido o
mapa de ligagdo dos marcadores. Esta op¢ao fornece, além da posicao de cada marcador
em relagdo aos outros marcadores, a posicdo no mapa (assumindo-se que o primeiro
marcador posicionado € o de posi¢do zero cM) e a fracdo de recombinacao de cada um
deles. Desta forma, o mapa obtido, suas posi¢oes relativas e as fragdes de recombinagado

sdo mostradas a seguir (Tabela 6).

Tabela 6. Mapa de ligagdo e taxa de recombinagdo dos marcadores

Marcador' Fracao de Posic¢do Relativa Posi¢ao no Mapa
Recombinagao (cM) (cM)
BM 1258 00
0.19 19.7
BB 705 197
0.26 28.8
CSSM 024 48.5
0.17 17.8
BM 1905 66.3
0.25 277
BM 1818 941

1- Os marcadores estao dispostos na ordem colocada pelo programa.
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As distancias encontradas estdo de acordo com o esperado, pois estdo numa distancia
de aproximadamente 20 cM entre cada um dos marcadores. Como houve discrepancia
entre as ordens obtidas para os marcadores e aquela apresentada pelo consenso, foram
realizados testes, como o flip e o twopoint, para a confirmagdo da qualidade do mapa.
Em todos os testes, o mapa construido obteve uma qualidade considerada 6tima, ou seja,
apos o programa realizar todas as combinagdes possiveis para a montagem do mapa, o
que apresentou melhor valor de verossimilhanga foi aquele que apresentava a inversao.

Outra op¢ao do programa CRIMAP utilizada foi o CHROMPIC que fornece as
recombinacdes sofridas por cada animal e fornece também se determinado alelo ¢ de

heranga materna ou paterna.

4.6 Mapeamento de QTL

A primeira caracteristica analisada foi o logaritmo da contagem de carrapatos.
Primeiramente foi realizada o mapeamento do QTL. Apos esta andlise, foi realizada
uma permutacdo com reamostragem para definicdo do intervalo de confianga. Nessa
analise foi constatada que nao havia a presenca de QTL para esta caracteristica no
cromossomo 23. Observando os resultados das demais analises temos a confirmagao da
auséncia de QTL, pois o resultado mostrou um valor da estatistica do teste F de 3,47
quando seu resultado so6 seria significativo no cromossomo, a 1%, se o mesmo

apresentasse valor igual ou superior a 6,69 (Figura 3).
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Valores da Estatistica do Teste F

O T T T T T
0 20 40 60 80

Distancia em cM

Figura 3- Resultado do teste estatistico para o logaritmo da contagem de carrapatos
utilizando-se o mapa Embrapa. A linha tracejada superior indica o valor do
teste F para significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a

significancia a 5%

Também foram utilizadas as informagdes do mapa fornecido pelo MARC,
porém os resultados foram semelhantes aos obtidos com o mapa Embrapa. O resultado
do mapeamento de QTL obtido com esse mapa esta representado abaixo, sendo que o

valor de significancia, a 1% foi de 6,755. (Figura 4)
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Figura 4- Resultado do teste estatistico para o logaritmo da contagem de carrapatos
utilizando-se o0 mapa MARC. A linha tracejada superior indica o valor do
teste F para significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a

significancia a 5%

Posteriormente a essa analise foi usado, para o mapeamento de QTL, os dados
fenotipicos de contagem de carrapatos ajustados pela transformacdo rank. Para essa
transformacao, os resultados foram diferentes, tanto para o mapa Embrapa quanto para o
mapa MARC, sugerindo a presenca de QTL para essa caracteristica no cromossomo 23

(Figura 5 e 6).
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Resultado do teste estatistico para transformagdo rank da contagem de
carrapatos utilizando-se o mapa Embrapa. A linha tracejada superior indica o
valor do teste F para significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a

significancia a 5%
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Resultado do teste estatistico para transformacdo rank da contagem de
carrapatos utilizando-se o0 mapa MARC. A linha tracejada superior indica o
valor do teste F para significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a

significancia a 5%



34

Para tentativa de deteccio de QTL quanto a caracteristica de peso ao
nascimento, o mesmo procedimento foi utilizado. Nao houve QTL associado a esta
caracteristica com nenhum dos mapas estudados. Os valores de significancia do teste,
ou seja, o valor a partir do qual teriamos a presenga de um QTL, obtidos para cada um
dos mapas foram de po;=6,77 para o mapa Embrapa e pooi= 6,53 para o mapa
fornecido pelo MARC. Os graficos das analises da caracteristica de peso ao nascimento

em cada um dos mapas estdo representados a seguir. (Figura 7 e 8)

YVIVVVVVIVVVVVVVVVVVVVVIVVVVVVIVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVIVVVVVIVVVVVVVVVVVVVVIVVVVVVVVVVVVVVVVY

Valores da Estatistica do Teste F

Distancia em cM

Figura 7- Resultado do teste estatistico para peso ao nascimento utilizando-se o mapa
Embrapa. A linha tracejada superior indica o valor do teste F para

significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a significancia a 5%
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Figura 8- Resultado do teste estatistico para peso ao nascimento utilizando-se o mapa
MARC. A linha tracejada superior indica o valor do teste F para

significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a significancia a 5%

Na tentativa de associagdo de QTL com a caracteristica de peso a desmama,
nenhum QTL foi associado e, novamente, ndo houve grandes discrepancias entre os
valores obtidos nos diferentes mapas estudados. Os valores de significancia para cada
mapa foram os seguintes: po01=6,65 para o mapa Embrapa e po1=6,63 para o mapa
MARC. Os graficos que representam os resultados da analise de Bootstrap para cada

mapa sdo apresentados a seguir. (Figuras 9 e 10)
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Figura 9- Resultado do teste estatistico para peso a desmama utilizando-se o mapa
Embrapa. A linha tracejada superior indica o valor do teste F para

significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a significancia a 5%
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Figura 10- Resultado do teste estatistico para peso a desmama utilizando-se o mapa
MARC. A linha tracejada superior indica o valor do teste F para

significancia a 1% e a linha pontilhada abaixo para a significancia a 5%



5 DISCUSSAO

O ndmero de individuos da populacdo experimental utilizada para este trabalho
foi bastante inferior ao previsto, pois ocorreram diversos problemas durante a formacéo
desta populacdo. Fatos como morte precoce dos animais F,, erros de paternidade e
descarte de animais, impediram a finalizacdo das analises com o nimero de animais
proposto inicialmente. Porém isso ndo impossibilitou as anélises, apenas reduziu seu
espaco amostral que esteve dentro do proposto por Beckman e Soller (1988) para
detecgdo de QTL. Assim o presente estudo pdde ser finalizado sem maiores prejuizos.

Néao foi obtida a totalidade dos dados de todos os animais F, para a caracteristica
de resisténcia a carrapatos, pois 0s animais nascidos séo separados em grupos e medidos
apenas duas vezes (estacdo das aguas e da seca) para obtencao de resultados relevantes
quanto a resisténcia de cada animal. Desta forma, alguns dos animais genotipados
possuiam apenas uma das medidas, pois a finalizacdo dessas medidas se dara até o final
do ano corrente.

Durante a otimizagdo dos marcadores foram observados varios problemas, pois
nem todos os marcadores apresentaram uma amplificacdo satisfatoria, fazendo com que
nem sempre se obtivesse uma amplificacdo adequada para genotipagem. Este problema
foi contornado pelo aumento da concentracdo de DNA na reacdo de PCR. Quando nem
isso produzia o efeito desejado, optou-se entdo pelo aumento da concentracdo de Taq
polimerase na reagdo de PCR. Apoés otimizagdo de todos os marcadores, observou-se
que as temperaturas propostas pela literatura diferiram muito das obtidas, uma vez que
nem todos os trabalhos forneciam todas condicdes utilizadas nas reacgdes e, desta forma,

ndo havia como reproduzir seus resultados. Desta forma foi mais prético e eficiente a
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otimizacdo dos marcadores com condicGes padrdo e alteragdo de apenas um fator, a
temperatura de anelamento.

ApoOs a genotipagem das amostras, nem todos 0s animais tiveram todo seu
gendtipo definido, porque alguns animais ndo apresentavam uma boa amplificacdo
devido & baixa qualidade de seu DNA. Outro fator foi a caracteristica do marcador:
alguns marcadores se apresentavam de dificil amplificacdo, como por exemplo, o
marcador BM 1818, pois quando da reacdo de PCR, o mesmo formava dimeros de
primer o que reduzia muito a quantidade de produto amplificado e, da mesma forma,
reduzia sua eficiéncia e qualidade. A associacdo desses fatores acabava por produzir
eletroferogramas de aparéncia duvidosa, fazendo com que muitas vezes ndo fosse
possivel determinar com clareza o genotipo do animal. Para contornar esse problema
optou-se por, no momento da anélise dos genotipos, dispor os eletroferogramas de forma
a deixar o animal em anélise na mesma tela de seus pais, assim era mais fécil identificar
seus alelos e qualquer davida oriunda de uma amplificacdo de ma qualidade pudesse ser
resolvida pela comparacdo dos gendtipos da familia analisada. Desta forma, também foi
mais facil identificarmos o caminho de determinado alelo dentro de cada familia
estudada.

Apos a construcdo do mapa de ligagdo dos marcadores atraves do programa
CRIMAP, foi realizada a comparacdo do mapa Embrapa com o publicado pelo MARC
(Tabela 7).

Tabela 7. Comparacéo entre os mapas MARC e o0 mapa Embrapa
Mapa MARC Mapa Obtido
Marcador  Posicéo Marcador Posicéo
BM 1258 28.307 cM BM 1258 28.31cM
BB 705 43.103cM BB 705 48.01 cM
BM 1818 58.195cM CSSM24  76.81 cM
CSSM24  65.715cM BM 1905 94.61cM
BM 1905 71.648 cM BM 1818 122.31cM
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Foram observadas algumas diferencas entre o mapa Embrapa e o mapa
fornecidos pelo MARC, que consistiram em uma discrepancia entre as ordens dos
marcadores sendo verificado que o marcador BM 1818 apresentou-se na posicao final do
cromossomo, diferentemente da posicao encontrada pelo MARC.

Também foi observado que o mapa Embrapa apresentou um tamanho superior ao
obtido pelo mapa consenso. Segundo Zhang et al (1998), esta diferenca pode estar
relacionada com a func¢éo utilizada para a montagem do mapa. A diferenca as funcoes
estd no fato de que a funcdo de mapeamento de Haldane assume a auséncia de
interferéncia e a funcdo de mapeamento de Kosambi assume que a interferéncia diminui
como uma funcgdo linear da disténcia (Silva, 2002). O programa CRIMAP utiliza a
funcéo de Kosambi para o célculo do mapa e alguns mapas utilizam a funcao de Haldane
para este fim. Porem as funcGes ndo alteram as posicdes relativas obtidas entre os
marcadores.

A discussdo sobre qual mapa seria utilizado para as andlises de identificacdo de
QTL foi iniciada devido ao fato das diferencas existentes entre 0 mapa Embrapa e o
mapa MARC. Segundo Plante et al (2001), dever-se-ia utilizar o mapa fornecido pelo
MARC, pois este apresenta um adensamento maior de marcadores e 0S possiveis erros
de genotipagem seriam bem menores, uma vez que foram genotipadas todas as geragoes;
desta forma também todos os QTL que fossem identificados seriam internacionalizados
devido a utilizagdo de um mapa ja& conhecido e por que ja& foi demonstrado por
Nadesalingham (1999) que néo ha diferencas consistentes na utilizacdo de outros mapas.
Como o mapa obtido neste estudo apresentava uma inversdo nao encontrada nos outros
mapas, a melhor solucdo encontrada foi a realizacdo das andlises para os dois mapas
disponiveis, uma vez que 0s mapas apresentavam diferencas e 0 mapa Embrapa néo
pdde ser descartado uma vez que apresentava uma boa qualidade e uma populagdo
obtida através do delineamento experimental de F,, onde todos os animais de todas as
geracOes foram genotipados consistindo numa grande quantidade de informacao.

Plante et al (2001) observaram que numa comparagdo entre o tamanho do

cromossomo apresentado pelo consenso e o realizado com a populagdo experimental
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estudada, houve um aumento de 36,2% no comprimento do cromossomo 23. O mesmo
fendmeno pbde ser observado neste estudo.

Apos todas as analises ndo foi encontrada nenhuma diferenca relevante entre as
anélises do mapa Embrapa e 0 mapa MARC. Desta forma foi possivel concluir que
realmente, como demonstrou Nadesalingham (1999), ndo ha diferencas consistentes que
justifiquem a utilizagdo deste ou daquele mapa.

Como discutido anteriormente, ndo houve um nUmero satisfatério de
observagOes para a caracteristica de resisténcia a carrapatos, o que pode ter interferido
no resultado, uma vez que o nimero de animais genotipados era bem superior.

Porém quando foi utilizada a transformacdo de rank para a contagem de
carrapatos, os resultados sugeriram a presenca de um QTL proximo a 20 cM do
cromossomo 23, e esse resultado apareceu tanto para 0 mapa Embrapa quanto para o
mapa MARC. Segundo Montgomery (1991), a transformac&o rank tem grande aplicacéo
em problemas para 0s quais ndo existe analise ndo-paramétrica alternativa a anélise da
variancia. O resultado da aplicagdo do teste F a dados ordenados resulta em valor com
boas propriedades estatisticas. Quando estamos preocupados com a normalidade dos
dados ou com a presenca clara de observagdes extremas, é recomendado que a analise
seja feita tanto na escala original como na escala dos ranks. Quando ambas produzem
resultados similares, entdo € sugerida a utilizacdo da escala original. No entanto, quando
as duas apresentam resultados distintos, entdo a escala dos ranks deve ser preferida, uma
vez que ela é menos afetada pela ndo-normalidade e pelas observagdes ndo-usuais.

Desta forma, ambos os resultados foram apresentados e, assim como sugere
Montgomery (1991), houve diferengas nos resultados produzidos por ambas
transformacdes. Porém ndo ha como discutir apropriadamente este resultado, uma vez
que ndo h& na literatura nenhuma informacdo acerca da deteccdo de QTL para a
caracteristica de resisténcia a carrapatos. No entanto, deve-se insistir na busca por QTL
de caracteristicas de resisténcia a doencas neste cromossomo uma vez que todo o
complexo maior de histocompatibilidade do bovino se encontra nele.

Ja para as caracteristicas de peso ao nascimento e a desmama, Elo et al (1999)

encontraram um QTL significativo entre os marcadores BM 1258 e BB 705 para a
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caracteristica de peso vivo numa populacéo de bovinos de leite da raga Finnish Ayrshire,
porém com delineamento experimental de netas. Isto pode indicar que na verdade exista
um QTL associado a essas caracteristicas no cromossomo 23, porém ndo houve nimero
suficiente de informacGes para que este fosse identificado.

Alguns estudos ja mapearam QTL para outras caracteristicas no cromossomo 23.
Kim et al (2003) encontraram um QTL para peso de carcaga quente em bovinos
mesticos Angus e Brahman utilizando delineamento experimental de F2. Plante et al
(2001) estudando uma populacédo de bovinos da raca Holandesa, encontraram sugestdo
de QTL relacionado com efeitos gerais na porcentagem de leite, gordura e proteina,
porém ndo foi possivel a identificacdo exata da posicdo deste QTL uma vez que o
mesmo segregava em apenas algumas familias.

Ashwell et al (2004) encontraram um QTL para contagem de células somaticas
no cromossomo 23 em bovinos da raca Holandesa na posicdo 50 cM, entre os
marcadores BB 705 e BM 1818. Li et al (2004) estudaram uma populacdo de bovinos de
corte comercial (Bos taurus) e identificaram um QTL para capa de gordura no
cromossomo 23 numa posicéo entre 45.1 a 50.9 cM, que nédo pode ser bem definida.

Um outro ponto de discusséo relaciona-se aos fatores que podem influenciar na
deteccdo de QTL. Como ja foi discutido anteriormente, o nimero de animais influi para
que ndo haja um poder de teste adequado para deteccdo do QTL. O grau de informacéo
dos marcadores utilizados também pode influir, assim como o numero de meioses
informativas obtidas para 0 mapeamento.

Os resultados obtidos neste estudo poderiam ser melhorados com: (a) 0 aumento
do numero de individuos da geracdo F2, que segundo célculos de poder do teste,
estariam em torno de 438 animais e (b) o adensamento do mapa, agregando mais
marcadores nos intervalos obtidos.

Desta forma, mais pesquisas Sdo necesséarias tanto para incrementar os resultados
aqui apresentados, quanto para realizar as analises posteriores deste projeto que a
EMBRAPA - Gado de Leite vem desenvolvendo na busca por QTL de interesse
econdmico para obtencdo de animais mais produtivos e melhor adaptados as nossas

condicdes climaticas.
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